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Préambule 
1
2
Au cours de son histoire, l’Homme a été confronté à de nombreux micro-organismes qui ont 
constitué une menace importante pour sa survie et sa procréation. Malgré les progrès 
médicaux du siècle dernier, les maladies infectieuses restent l’une des principales causes de 
mortalité à travers le monde. Les êtres humains ne sont pas tous égaux face à ce danger 
invisible : les individus et les populations présentent d’importantes différences de 
susceptibilité aux maladies infectieuses. Si certains facteurs environnementaux comme les 
conditions d’hygiène expliquent partiellement la variabilité de susceptibilité à l’infection, une 
partie de cette hétérogénéité trouve sa source dans la diversité génétique touchant les gènes 
impliqués dans la défense de l’hôte ou dans les séquences régulant leur expression. Cette 
diversité est le fruit de l’histoire démographique et évolutive de notre espèce. 
De nombreuses méthodes ont été développées dans le but de comprendre le lien entre 
diversité génétique et différences de susceptibilité aux maladies infectieuses. Cependant, ces 
études cliniques, épidémiologiques et évolutives présentent chacune des limites. Alors que les 
premières ont permis de mettre en évidence des mécanismes indispensables au bon 
fonctionnement du système immunitaire, elles ne permettent d’expliquer qu’une faible part 
de la variabilité de réponse face aux infections au niveau de la population. Les études 
épidémiologiques ont, quant à elles, aidé à identifier des variations génétiques impliquées 
dans la différence de susceptibilité aux maladies infectieuses mais n’ont mené à 
l’identification que d’un nombre restreint de mécanismes moléculaires. Finalement, les 
approches évolutives n’ont porté jusqu’à présent que sur des gènes ou familles de gènes 
candidats, ne permettant pas d’obtenir une vue globale des forces sélectives ayant participé à 
l’évolution des gènes de l’immunité. 
Au cours de ma thèse, j’ai utilisé une combinaison d’approches in silico et ex vivo 
afin d’identifier des variations génétiques participant à la variabilité de réponse immunitaire 
innée chez l’Homme.  
Dans un premier temps, j’ai appliqué un ensemble d’outils de génétique évolutive et 
de génétique des populations aux données du polymorphisme apportées par le projet 1000 
Génomes dans le but d’étudier les signatures moléculaires des pressions sélectives exercées 
sur les gènes impliqués dans l’immunité innée chez l’Homme. Cependant, si certaines 
variations génétiques touchent les régions codantes, ils en sont d’autres qui sont localisées 
dans des séquences régulatrices. Il est donc possible d’identifier des marqueurs génétiques 
associés à des différences d’expression génique (eQTL). C’est pourquoi j’ai dans un second 
3
temps participé à l’étude de la variabilité de la réponse transcriptionnelle mise en place suite 
à une stimulation infectieuse. Nous avons utilisé l’expression des miARN au cours de 
l’infection des cellules dendritiques par Mycobacterium tuberculosis comme modèle d’étude 
et avons combiné un ensemble d’approches ex vivo et de techniques génomiques afin de 
caractériser la régulation de la réponse des cellules à l’infection exercée par les miARN ainsi 
que le contrôle génétique de l’expression de ces transcrits. 
L’objectif de cette thèse est donc d’identifier des facteurs génétiques et des 
mécanismes moléculaires qui pourraient être impliqués dans les différences de réponse 
immunitaire innée observées entre les individus dans le but de mieux appréhender les causes 
de la variabilité de susceptibilité aux maladies infectieuses observée chez l’Homme. 
4
Introduction 
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1. La diversité génétique
Les caractéristiques physiques et biochimiques des êtres vivants sont variables au sein d’une 
espèce, ce qui fait que chaque individu est unique. Si certaines dissemblances entre membres 
d’un même groupe sont expliquées exclusivement par des facteurs environnementaux (chez 
l’Homme, l’apport insuffisant en vitamine C permet par exemple d’expliquer les cas de 
scorbut), une grande partie des différences phénotypiques sont liées à des variations au 
niveau du support de l’information génétique, l’ADN (acide désoxyribonucléique). La 
diversité génétique de notre espèce résulte de l’action de forces génomiques, démographiques 
et sélectives. L’étude de ces forces présente un intérêt majeur en génétique des populations et 
en biologie évolutive car elle permet de retracer l’histoire de notre espèce et de mieux 
comprendre la distribution de la variabilité génétique et phénotypique des populations. Dans 
cette partie, je discuterai de l’étendue de la diversité génétique dans l’espèce humaine et 
présenterai les différentes forces qui la créent et la modèlent. 
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1.1. La diversité génétique de l’espèce humaine 
Hormis les jumeaux monozygotes qui partagent la même information génétique, l’ADN de 
chacun est unique. Il contient l’ensemble des données nécessaires à l’établissement d’un 
organisme complet et en détermine en grande partie les propriétés. Notre espèce est 
relativement récente puisqu’on estime que les premiers Homo sapiens sont apparus il y a 100 
000 à 200 000 ans  (Campbell and Tishkoff, 2008; Cavalli-Sforza and Feldman, 2003; Chen 
et al., 1995; Fagundes et al., 2007; Ingman et al., 2000; Ingman and Gyllensten, 2001; 
Thomson et al., 2000; Underhill and Kivisild, 2007). Ce temps relativement court à l’échelle 
de l’évolution n’a pas permis aux groupes d’individus de se différencier de manière 
importante (Harpending and Rogers, 2000; Li and Sadler, 1991). Deux personnes non 
apparentées prises au hasard dans la population humaine partagent en moyenne 99,9 % de 
leur information génétique (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001), ce qui est bien plus élevé 
que chez les autres primates (Fischer et al., 2004; Lander et al., 2001; Thalmann et al., 2007; 
Venter et al., 2001). Cependant, les 0,1 % de variations permettent d’expliquer de 
nombreuses différences phénotypiques entre individus. Si certaines sont facilement 
observables, ils en sont d’autres plus subtiles. L’un des exemples les mieux documentés est 
celui de la substitution de la cytosine (C) localisée 13 910 paires de bases (pb) en amont du 
gène codant pour la lactase en thymine (T). Cette mutation permet aux individus qui la 
portent de digérer le lait à l’âge adulte puisqu’elle engendre un maintien de l’expression du 
gène codant pour l’enzyme permettant de métaboliser le lactose au-delà de l’enfance 
(Bersaglieri et al., 2004; Tishkoff et al., 2007; Voight et al., 2006; se référer à Troelsen, 2005 
pour une revue des travaux antérieurs). 
Seul 1 % des 3,1 milliards de nucléotides dont est composé le génome humain 
participe à la détermination de la séquence et de la structure des holoprotéides (ENCODE 
Project Consortium, 2012). La majorité de la diversité génétique présente dans l’espèce 
humaine touche donc des régions génomiques autres que les exons. De récentes études ont 
montré que 80 % du génome humain a des propriétés biochimiques particulières qui incluent 
non seulement les gènes mais aussi des régions non-codantes, des régions régulatrices ainsi 
que d’autres régions importantes pour la conformation de la chromatine (ENCODE Project 
Consortium, 2012; Kellis et al., 2014). On comprend dès lors que l’occurrence d’une 
mutation toutes les 1 000 pb qui est en moyenne observée en comparant deux génomes 
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humains (ENCODE Project Consortium, 2012; Venter et al., 2001) permet d’expliquer la 
richesse phénotypique de notre espèce. 
Les variations génétiques peuvent prendre de nombreuses formes, allant de la 
substitution d’un nucléotide par un autre, appelée en anglais single nucleotide polymorphism 
(SNP), à la variation du nombre de répétitions d’un motif donné de plusieurs bases, en 
passant par l’insertion ou la délétion d’un ou plusieurs nucléotide(s), sans oublier les 
inversions de motifs nucléotidiques. De manière assez marquante, il a été montré récemment 
que chaque individu est porteur d’un grand nombre de mutations non-synonymes prédites 
comme étant fonctionnelles mais n’ayant pas de conséquences phénotypiques pour la plupart. 
Ainsi, chaque génome humain contient de 340 à 400 mutations touchant 250 à 300 séquences 
codantes qui impliquent l’arrêt de l’expression de ces gènes ou mènent à la production de 
protéines non fonctionnelles. De plus, on estime que chaque être humain est hétérozygote 
pour 50 à 100 sites associés à des maladies mendéliennes, c’est à dire des maladies 
génétiques monofactorielles héréditaires (1000 Genomes Project Consortium, 2010). De 
nombreuses études de génétique évolutive et de génétique des populations ont permis de 
mettre en évidence les forces génomiques, démographiques et sélectives créant, maintenant 
ou diminuant cette diversité génétique (Figure 1). Ces analyses ont aussi montré que 
l’occurrence de certaines de ces forces ainsi que l’intensité de leurs actions sont variables 
entre les individus et les populations (se référer à Jobling et al., 2013 pour une revue). 
Figure 1. Les différentes forces à l’origine de la diversité génétique. 
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1.2. Les forces à l’origine de la diversité génétique 
1.2.1. Les forces génomiques 
Les mutations et les évènements de recombinaison sont les forces qui créent la diversité 
génétique, respectivement à un site donné ou au sein d’une région génomique. Les variations 
nucléotidiques les plus abondantes et les plus étudiées en génétique des populations sont les 
mutations ponctuelles. La version actuelle de dbSNP (Sherry et al., 2001) en recense plus de 
97,5 millions validées (build 144, Juin 2015). On peut les classer en deux groupes : les 
transitions, qui correspondent à la substitution d’une purine par une autre (adénosine (A) <-> 
guanine (G)) ou d’une pyrimidine par une autre (T <-> C), sont les plus probables (Nei, 
1987); les transvertions, elles, consistent en une substitution d’une purine par une pyrimidine, 
ou inversement. Elles apparaissent suite à des erreurs de réplication ou à l’action de facteurs 
environnementaux de nature physique tels que les radiations ionisantes ou les rayons 
ultraviolets, ou de nature chimique tels que les agents mutagènes (Butler and Smith, 1950; 
Chun et al., 1969; Cross et al., 1987; Kohn et al., 1966; Scholes et al., 1949; Taylor et al., 
1947). Elles sont ensuite maintenues par un défaut de la machinerie de réparation de l’ADN 
(De Bont and van Larebeke, 2004; Friedberg, 2003; Friedberg et al., 2006). Le taux de 
substitution est estimé à 10-8 par base et par génération. Il est cependant variable en fonction 
des régions génomiques étudiées et peut parfois atteindre 10-5 substitutions par base et par 
générations (Campbell et al., 2012). Les mutations qui apparaissent dans la lignée germinale 
sont transmises à la descendance et peuvent devenir polymorphes si leur fréquence dépasse le 
seuil arbitraire de 1 % dans la population. 
Une mutation ponctuelle apparaît dans un contexte génomique particulier. Elle est 
donc associée à d’autres SNP qui sont à proximité. À cause de leur localisation 
chromosomique proche, ces allèles vont préférentiellement ségréger ensemble. Ces SNP ne 
sont donc pas en situation d’indépendance génétique mais sont en déséquilibre de liaison 
(DL). Le « bloc» qui porte cette combinaison d’allèles est appelé haplotype. Au cours de la 
méiose, l’appariement des chromosomes homologues peut mener à des réarrangements par 
recombinaison, ce qui va aboutir au remaniement de certains haplotypes. De nouvelles 
combinaisons alléliques sont ainsi créées. Tout comme le taux de substitution, le taux de 
recombinaison est variable le long du génome humain. Il dépend de différents facteurs tels 
que la distance au centromère, la densité en CG ou la densité en gènes (International HapMap 
Consortium, 2005; Lichten and Goldman, 1995; McVean et al., 2004; Myers et al., 2008). Ce 
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brassage allélique est une source de création de diversité génétique s’étendant sur plusieurs 
pb. Le devenir de cette diversité dépend ensuite de l’action de forces démographiques et de la 
sélection naturelle. 
1.2.2. Les forces démographiques 
1.2.2.1. La dérive génétique 
En l’absence de sélection naturelle et de migration, les fréquences alléliques au sein d’une 
population varient de manière aléatoire (Nei, 1987; Wright, 1931). Ce phénomène est appelé 
dérive génétique. Ses effets sont d’autant plus importants que la taille de la population est 
restreinte. En effet, l’ensemble des allèles présents dans une population à une génération 
donnée n’est que le fruit d’un échantillonnage aléatoire du réservoir allélique de la génération 
précédente. Pour que la totalité des allèles d’une génération soit transmis à la suivante, il faut 
que le nombre de descendants tende vers l’infini. Les fréquences alléliques restent dans ce 
cas stables au cours des générations. Plus le nombre d’individus pouvant se reproduire dans 
une population où les rencontres sont aléatoires, appelé taille efficace de la population ou Ne, 
est faible, plus on se s’éloigne de cette situation. L’échantillonnage se fait alors dans un 
réservoir très restreint, ce qui peut aboutir à d’importantes différences de fréquences 
alléliques entre deux générations. Ainsi, en suivant ce modèle, une mutation qui vient 
d’apparaître peut : (i) être éliminée, (ii) augmenter en fréquence jusqu’à fixation (sa 
fréquence aura atteint 1) ou (iii) être maintenue dans la population au cours du temps. Les 
effets de la dérive génétique sont particulièrement importants lors de l’apparition d’une 
espèce, après un goulot d’étranglement, ou dans le cadre d’un isolat génétique. Dans 
l’ensemble de ces conditions, la diversité génétique sera réduite (1000 Genomes Project 
Consortium, 2010; Peltonen et al., 1995).  
1.2.2.2. Les migrations 
La migration correspond au déplacement d’un groupe d’individus de son lieu de vie vers une 
nouvelle zone géographique. Ce groupe peut créer une nouvelle population ou se mélanger 
avec une population déjà installée à cet endroit.  
Contrairement à la dérive génétique, les migrations n’affectent pas les fréquences  
alléliques au niveau de l’espèce entière. En revanche, elles peuvent les modifier 
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indirectement dans une population donnée. Par exemple, les migrations peuvent mener à une 
réduction de la taille efficace de la population dans laquelle les effets de la dérive génétique 
seront importants. À l’inverse, si le déplacement d’individus est suivi d’un mélange avec une 
population préexistante, la diversité génétique de la population receveuse va augmenter. On 
parle alors de flux génétique ou d’introgression (voir section 1.2.2.3). 
Ces dernières années, de nombreuses études ont porté sur la diversité génétique 
présente sur l’ADN mitochondrial ou le chromosome Y dans le but de reconstruire l’histoire 
migratoire de notre espèce (Underhill and Kivisild, 2007). Les marqueurs génétiques portés 
par ces séquences d’ADN n’étant présents qu’en une seule copie dans les cellules de chaque 
individu, ils s’affranchissent des évènements de recombinaison méiotiques et ne sont soumis 
qu’à l’apparition de nouvelles mutations. En tenant compte du taux de mutation, il est donc 
possible de reconstruire la généalogie des haplotypes retrouvés dans le génome mitochondrial 
et sur le chromosome Y et de dater les nœuds des arbres phylogénétiques ainsi obtenus (Cann 
et al., 1987; Cavalli-Sforza and Feldman, 2003; Underhill and Kivisild, 2007). 
Les données obtenues grâce à cette stratégie montrent que notre espèce est apparue il 
y a 100 000 - 200 000 ans en Afrique (Cavalli-Sforza and Feldman, 2003; Chen et al., 1995; 
Ingman et al., 2000; Ingman and Gyllensten, 2001; Underhill and Kivisild, 2007). Elles 
soutiennent le modèle de « remplacement rapide » qui stipule que les populations non 
africaines modernes résultent de la sortie côtière d’un ancêtre commun d’Afrique sub-
saharienne vers l’Asie et le reste du monde (Figure 2, (Cann et al., 1987; Cavalli-Sforza and 
Feldman, 2003; Gunnarsdóttir et al., 2011; Jobling and Tyler-Smith, 2003; Macaulay et al., 
2005; Quintana-Murci et al., 1999; Thangaraj et al., 2005; Underhill and Kivisild, 2007).  
Des données autosomales obtenues récemment (Excoffier et al., 2013; Fagundes et 
al., 2007; Gravel et al., 2011; Hellenthal et al., 2008; Laval et al., 2010) mettent en évidence 
la grande diversité génétique observée dans les populations africaines par rapport aux autres 
populations ainsi que le fait que la diversité présente hors Afrique semble n’être qu’un 
échantillonnage de celle observée dans ce continent (1000 Genomes Project Consortium, 
2010; International HapMap 3 Consortium, 2010; International HapMap Consortium, 2007), 
corroborant aussi ce modèle. 
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1.2.2.3. Flux génétique des hommes archaïques à l’homme moderne 
Comme nous l’avons mentionné précédemment, les migrations ont joué un rôle majeur dans 
l’histoire évolutive de l’espèce humaine. Le modèle de la sortie d’Afrique aujourd’hui 
communément admis suggère qu’au cours de sa colonisation de l’Eurasie et de l’Océanie, 
l’Homme moderne s’est retrouvé au contact de groupes archaïques qu’il a peu à peu 
supplantés. Des données archéologiques montrent que l’Homme de Néandertal était présent 
en Europe et en Asie de l’Ouest il y a 40 000 ans (Higham et al., 2014). La comparaison de 
cette estimation avec la datation des sites archéologiques associés aux Hommes modernes les 
plus anciens en Europe suggère qu’Homo sapiens et Homo neanderthalensis ont pu cohabiter 
pendant 2 600 ans au moins dans cette région (Higham et al., 2014). 
Ces dernières années, les techniques de séquençage d’ADN anciens ont été 
grandement améliorées et les séquences de l’intégralité des génomes de plusieurs 
représentants de groupes d’Hommes archaïques sont aujourd’hui disponibles (Castellano et 
al., 2014; Green et al., 2010; Meyer et al., 2012; Prüfer et al., 2014; Reich et al., 2010). Ces 
données ont permis d’établir que des croisements entre Hommes modernes non africains et 
Hommes archaïques se sont faits il y a 50 000 à 60 000 ans (Fu et al., 2014; Sankararaman et 
al., 2012; Seguin-Orlando et al., 2014). Les Hommes de Néandertal ont ainsi contribué au 
Figure 2. Origines de l’Homme moderne et routes migratoires déterminées à partir de 
données génétiques. 
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génome des populations eurasiennes à hauteur maximale de 4% et les Dénisoviens ont 
contribué au génome des populations malaisiennes modernes à un taux de 6% (Green et al., 
2010; Prüfer et al., 2014; Reich et al., 2010). Le fait que les populations asiatiques présentent 
une introgression d’allèles archaïques plus importante atteste d’une histoire démographique 
complexe qui pourrait impliquer un second évènement d’introgression dans ces populations 
ou d’une dilution des allèles de Néandertal dans les populations européennes due à un 
mélange avec une population ancestrale non identifiée (Vernot and Akey, 2015). Une étude 
récente atteste aussi d’un faible taux d’introgression d’allèles Dénisoviens dans les 
populations natives américaines et celles d’Europe de l’Est (Qin and Stoneking, 2015). Enfin, 
de récents travaux suggèrent que certaines populations africaines portent elles aussi des traces 
de mélanges génétiques avec des groupes d’Hommes archaïques encore indéterminés 
(Hammer et al., 2011; Lachance et al., 2012; Plagnol and Wall, 2006).  
Différentes méthodes permettant d’estimer l’intensité du flux de gènes archaïques 
dans le génome des populations modernes ont été développées ces dernières années (pour une 
revue, voir Racimo et al., 2015). L’utilisation d’une de ces méthodes, dont les principes sont 
détaillés en Figure 3, a révélé que l’introgression n’est pas homogène le long des génomes 
des populations européennes, asiatiques et océaniennes. En effet, la majorité des régions 
codantes présentent un faible taux d’introgression archaïque (Sankararaman et al., 2014). 
Cette structure est aussi observée dans les gènes fortement exprimés dans les testicules et le 
chromosome X ne porte que peu d’allèles introgressés. Ces données suggèrent que les allèles 
provenant des Hommes archaïques ont été en partie purgés chez les Hommes modernes à 
cause de la diminution de la fertilité des descendants mâles issus de croisements entre Homo 
sapiens et Hommes de Néandertal (Sankararaman et al., 2014). 
À l’inverse, des haplotypes introgressés dans des séquences codantes ont été 
maintenus chez les Hommes modernes. Par exemple, certains allèles provenant de Néandertal 
retrouvés dans les génomes des populations non africaines sont liés à des fonctions 
immunitaires (Sankararaman et al., 2014). Des haplotypes archaïques couvrant des gènes tels 
que HLA, OAS et STAT2 sont trouvés à fortes fréquences dans les populations européennes, 
asiatiques et malaisiennes (Abi-Rached et al., 2011; Ding et al., 2014b; Mendez et al., 2012a, 
2012b; Mendez et al., 2013; Temme et al., 2014), même si ces données sont parfois sujettes à 
controverse (Ding et al., 2014a). 
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L’immunité n’est pas la seule fonction biologique ayant bénéficié d’un apport de 
diversité génétique (voir Racimo et al., 2015 pour une revue exhaustive des travaux actuels) 
puisque les gènes codant pour la kératine présentent eux aussi un fort taux d’introgression 
(Sankararaman et al., 2014). De même, le mélange des populations tibétaines avec des 
populations archaïques semble leur avoir conféré un avantage quant à l’adaptation à l’altitude 
(Huerta-Sánchez et al., 2014). Ces données attestent donc d’un flux génétique d’homininés 
aujourd’hui éteints dans le génome de diverses populations actuelles qui a ensuite été soumis 
à l’action complexe d’une autre force : la sélection naturelle. 
Figure 3. Propriétés pouvant être testées pour estimer l’ascendance archaïque d’un 
allèle. 
Adapté de Sankararaman et al. (2014). (A) Pour un SNP donné, si un ensemble d’individus 
d’Afrique Sub-saharienne portent l’allèle ancestrale et que le Néandertalien séquencé ainsi 
que l’haplotype retrouvé dans les populations non africaines portent l’allèle dérivé, alors il 
est probable que celui-ci ait été introgressé de la population archaïque. (B) Si la divergence 
entre l’haplotype retrouvé dans la population non africaine et les séquences de l’Homme de 
Néandertal est faible alors que la divergence entre populations africaines et non africaines est 
élevée, la région a probablement été introgressée des homininés archaïques. (C) Pour qu’un 
segment soit considéré comme provenant de l’Homme de Néandertal, il doit avoir une taille 
génétique correspondant à ce qui est attendu sous l’hypothèse d’un mélange entre 
populations ayant eu lieu il y a 47 000 à 65 000 ans (soit environ 2 000 générations). 
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1.2.3. La sélection naturelle 
1.2.3.1. Concept 
La notion de sélection naturelle fut formulée par Charles Darwin en 1859 dans son célèbre 
ouvrage : On the origin of species by means of natural selection, or, the Preservation of 
favoured races in the struggle for life (Darwin, 1859).  Dans ce livre, basé sur les 
observations qu’il a faites au cours de ses voyages, Darwin note que certains groupes 
d’animaux vivant dans des régions géographiques distinctes partagent de nombreuses 
caractéristiques. Mais il remarque aussi qu’ils présentent des traits qui leur sont spécifiques et 
qui semblent avoir participé à leur adaptation à leur environnement. Ainsi, il émet 
l’hypothèse que ces espèces descendent d’une population unique qui s’est scindée en deux et 
que chacun des groupes d’individus a par la suite accumulé suffisamment de différences 
physiques pour qu’ils soient aujourd’hui considérés comme deux espèces distinctes.  
Ces variations, apparues spontanément, ne se sont maintenues dans la population que 
parce qu’elles confèrent un avantage aux individus qui les portent au sein de l’environnement 
dans lequel ils évoluent. Reprenant les travaux de Thomas Malthus, Charles Darwin formule 
alors la théorie suivante : comme il naît toujours plus d’individus que le milieu ne peut en 
nourrir, une lutte pour la vie se met en place entre les êtres vivants de la même espèce ainsi 
que ceux des espèces vivant dans le même environnement ; seuls arrivent à survivre (et en 
conséquence procréer) les plus adaptés à leurs conditions de vie, engendrant une élimination 
des variations défavorables par la sélection naturelle qui ne retient que celles qui sont 
avantageuses. Ainsi, la sélection naturelle agit sur un trait qui (i) varie dans la population, (ii) 
est transmissible à la génération suivante et (iii) est lié à un succès reproducteur des individus 
qui le portent. 
On peut regretter que Charles Darwin n’ait pas lu les travaux de son contemporain 
Gregor Mendel qui, se basant sur des études botaniques, décrivit l’héritabilité de « facteurs », 
posant les bases de ce que nous appelons aujourd’hui la génétique. Il fallut attendre le 
XXème siècle pour que naisse la théorie synthétique de l’évolution. Ce concept considère les 
gènes comme unité de support de l’information génétique et propose une action de la 
sélection naturelle sur les mutations survenues par hasard dans la population.  
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1.2.3.2. Les types de sélection naturelle 
Une fois le concept formulé, trois grands types de sélection naturelle ont été décrits : la 
sélection purificatrice (ou négative), la sélection positive (ou darwinienne) et la sélection 
balancée (Figure 4).  
La sélection purificatrice agit sur les mutations qui ont un effet fortement délétère sur 
l’organisme dans l’environnement dans lequel l’individu évolue. L’idée sous-jacente est que 
tout porteur d’un variant génétique très défavorable à sa procréation ou à l’atteinte de l’âge de 
maturité sexuelle a une descendance beaucoup moins nombreuse que celle des non porteurs, 
voire n’en a pas. La fréquence de la mutation diminue donc rapidement jusqu’à ce que ce 
variant soit éliminé de la population. Dans le cas d’une mutation défavorable mais non 
délétère, le variant peut persister à faible fréquence dans la population. Les signatures 
moléculaires laissées par la sélection purificatrice sont une diminution locale de la diversité 
génétique et une augmentation du nombre d’allèles rares (Figure 4B, Lohmueller et al., 2011; 
Nielsen, 2005). On s’attend à ce que ce type de sélection agisse principalement sur les gènes 
dont la fonction est essentielle pour l’organisme.  
La sélection positive agit quant à elle sur les allèles conférant un avantage sélectif aux 
individus qui les portent. Elle induit une augmentation rapide de la fréquence de ces 
mutations dans la population et traduit une adaptation à l’environnement dans lequel les 
individus évoluent. Les conséquences de son action sur un allèle sont une réduction locale de 
la diversité génétique et l’augmentation du LD, du nombre d’allèles rares et très fréquents et 
de la différenciation entre populations (Figure 4C, Lohmueller et al., 2011; Nielsen, 2005; 
Pritchard et al., 2010; Scheinfeldt and Tishkoff, 2013; Vitti et al., 2013). 
Finalement, la sélection balancée s’exerce sur un site multiallélique et maintient la 
coexistence de plusieurs allèles à ce SNP. Plusieurs modèles de sélection balancée ont été 
proposés. Dans le premier, l’état hétérozygote est plus avantageux que les deux états 
homozygotes. On parle alors de superdominance. Le second modèle repose sur l’avantage 
octroyé par un phénotype en fonction de sa fréquence relativement aux autres phénotypes. On 
parle alors de sélection dépendante de la fréquence. Cette sélection peut être positive ou 
négative, selon que l’avantage sélectif apporté par le phénotype augmente ou diminue avec sa 
fréquence dans la population. Le dernier type de sélection balancée consiste en une 
oscillation du génotype le plus avantageux dans le temps (au cours de la vie de l’individu) ou 
dans l’espace (en fonction de l’environnement). La sélection balancée est le seul type de 
17
sélection naturelle qui engendre une augmentation de la diversité génétique et des fréquences 
alléliques intermédiaires. Elle induit aussi une diminution de la différenciation entre 
populations (Figure 3D, Charlesworth, 2006; Nielsen, 2005). 
Chacun de ces types de sélection naturelle laisse des signatures moléculaires 
spécifiques dans le génome qu’il est possible d’étudier afin de retracer l’histoire évolutive et 
adaptative des populations. 
1.2.3.3. Détection de la sélection naturelle 
Détecter les régions du génome humain présentant des signatures moléculaires de sélection 
naturelle permet de reconstruire l’histoire évolutive de l’Homme et de comprendre à quels 
facteurs environnementaux notre espèce s’est adaptée. Cela permet aussi d’inférer 
Figure 4. Les différents types de sélection naturelle et leurs signatures moléculaires. 
Évolution d’une région génomique sous (A) neutralité, (B) sélection purificatrice, (C) 
sélection positive et (D) sélection balancée. Les points représentent les mutations, la couleur 
bleue et la couleur blanche indiquant un effet neutre pour l’organisme et les autres couleurs 
indiquant un effet de la sélection sur la variation génétique. 
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l’importance fonctionnelle de certaines régions génomiques. Afin d’identifier les traces 
moléculaires laissées par la sélection naturelle sur le génome humain, il faut dans un premier 
temps estimer l’évolution des mutations en l’absence de sélection. En 1968, Kimura formula 
la théorie neutre de l’évolution moléculaire. À travers cette théorie, il considère que la vaste 
majorité des variations génétiques entre et au sein de chaque espèce n’a pas d’effet sur la 
survie ou le succès reproductif des individus qui les portent. Les mutations ont donc un effet 
neutre sur l’organisme et évoluent par dérive génétique, c’est à dire que la variation des 
fréquences alléliques au cours des générations est stochastique (Kimura, 1968a, 1968b). 
Kimura considère aussi les mutations qui ont des effets sur l’organisme mais estime que 
celles qui sont fortement délétères sont rapidement éliminées de la population et n’ont que 
peu d’effets sur les données de polymorphisme et de divergence. Quant aux mutations 
avantageuses, il estime qu’elles sont très peu nombreuses et qu’elles arrivent rapidement à 
fixation dans la population.  
La théorie neutre de l’évolution est basée sur un modèle mathématique supposant 
que : (i) la taille de la population reste constante, (ii) le taux de mutation est constant dans le 
temps et (iii) il y a un état d’équilibre entre le nombre d’allèles perdus par dérive génétique et 
le nombre de nouveaux allèles créés par mutation. Cette théorie est utilisée comme hypothèse 
nulle dans les études visant à étudier l’action de la sélection naturelle sur notre génome. 
Ainsi, plus les pressions de sélection sont importantes, plus les observations faites sont 
éloignées de celles modélisées par la théorie neutre de l’évolution. De nombreux tests visant 
à identifier les empreintes moléculaires laissées par la sélection sur le génome grâce à la 
mesure des écarts à la neutralité ont été développés. Ils peuvent se diviser en deux groupes : 
les tests interspécifiques, qui visent à comparer des espèces différentes, et les tests 
intraspécifiques, qui s’intéressent aux différences observées entre les populations d’une 
espèce (se référer à Vitti et al. (2013) pour une revue des statistiques qu’il est possible 
d’utiliser). Nous évoquerons ici un certain nombre de tests et discuterons de ceux qui ont été 
utilisés au cours de cette thèse. 
Tests de neutralité interspécifique et sélection purificatrice 
Les tests interspécifiques reposent sur des principes de génomique comparative. Ils testent 
pour un excès ou un défaut de divergence entre deux espèces génétiquement proches. Ils 
permettent de mettre en évidence des séquences d’ADN correspondant à des régions codantes 
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ou non-codantes dont l’importance biologique n’autorise pas ou peu de variation génétique 
altérant leur fonction. Les séquences non fonctionnelles, elles, sont libres de changer. Les 
tests interspécifiques ont été rendus possibles grâce au développement des techniques de 
séquençage et à leur application à de nombreuses espèces dont l’Homme, pour lequel les 
données génétiques d’un grand nombre d’individus sont disponibles. Ils sont utilisés pour 
mettre en évidence des traces de sélection très anciennes. Par exemple, lors d’une 
comparaison du génome humain avec celui du chimpanzé, les différences étudiées se sont 
accumulées pendant les 6 millions d’années au cours desquelles les deux espèces ont évolué 
séparément. L’ensemble de la variabilité génétique de chaque espèce est considéré, ce qui fait 
que les tests interspécifiques ne permettent pas d’identifier des évènements sélectifs ayant eu 
lieu dans une population spécifique. 
En 1991 fut développé le test de McDonald-Kreitman (MK) qui prend non seulement 
en compte les données de divergence entre deux espèces mais considère aussi le niveau de 
polymorphisme des espèces considérées (McDonald and Kreitman, 1991). Ce test émet 
l’hypothèse que les mutations synonymes sont neutres et ne sont pas soumises à la sélection 
naturelle, contrairement aux mutations non-synonymes qui sont fonctionnelles et sujettes à 
l’action de la sélection. Le test de MK établit ainsi une table de contingence puis évalue la 
non-indépendance entre les variations génétiques non-synonymes (divergence et 
polymorphisme) et les variations neutres à l’aide d’un test de Fisher. 
Il est important de noter que le test de MK implique un certain nombre 
d’approximations pouvant créer un biais au niveau des résultats. En effet, toute mutation 
synonyme y est considérée comme neutre, non soumise à la sélection naturelle. Nous l’avons 
évoqué précédemment, des propriétés fonctionnelles ont été attribuées à 80 % des séquences 
du génome humain (ENCODE Project Consortium, 2012). Il est donc possible qu’une 
mutation silencieuse soit localisée dans une de ces régions. On peut aussi envisager qu’une 
variation génétique induise un écart au biais de l’usage du code génétique qui, sous 
l’hypothèse de sélection traductionnelle, suggère que certains codons codant pour un acide 
aminé sont plus utilisés que d’autres car ils correspondent à l’ARN de transfert (ARNt) le 
plus abondant dans la cellule (Ikemura, 1981) et permettent une plus grande rapidité ou une 
plus grande fiabilité de la traduction de l’ARN messager (ARNm). Ces mutations 
fonctionnelles ne sont pas considérées par le test de MK mais peuvent être soumises à la 
sélection. À l’inverse, certaines modifications de la séquence d’acides aminés d’une protéine 
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sont tolérées car peu dommageables pour la structure ou la fonction de la protéine. La 
classification des mutations réalisée dans le cadre du test MK ne prend pas en compte ces 
subtilités. En revanche, l’un des avantages de cette analyse est qu’elle n’est que peu sensible 
à l’histoire démographique des populations, celle-ci impactant de manière égale les mutations 
synonymes et non-synonymes. 
Les tests interspécifiques réalisés au cours de cette thèse ont été faits à l’aide de la 
méthode SnIPRE (Eilertson et al., 2012) qui se base sur les données de polymorphisme et de 
divergence utilisées dans le cadre du test MK pour identifier les gènes sous sélection. Cette 
méthode intègre un modèle linéaire généralisé mixte pour considérer des données 
pangénomiques comme effets fixes et des données sur les gènes pris individuellement comme 
effets aléatoires. Cela permet de grouper les informations de plusieurs gènes et d’augmenter 
le pouvoir de détection des séquences codantes sous sélection. Le paramètre f de cette 
méthode estime la proportion de mutations non-synonymes délétères dans les gènes. Si 
l’ensemble des mutations délétères a été purgé de la population humaine, ce paramètre prend 
une valeur nulle. Sa valeur sera de 1 si, au contraire, l’ensemble des mutations non-
synonymes a un effet neutre sur l’organisme. Nous avons donc utilisé ce paramètre dans le 
but de quantifier l’action de la sélection purificatrice sur les gènes humains. 
Tests intra-spécifiques et sélection positive 
• Méthodes basées sur les fréquences alléliques.
En 1983, Tajima détermina la distribution des fréquences alléliques dans une population sous 
hypothèse de neutralité (Tajima, 1983). Plusieurs tests ont ensuite été développés dans le but 
de tester si le spectre de fréquences alléliques observé dans une région donnée correspond à 
celui attendu sous neutralité. Nous pouvons notamment citer le D de Tajima (Tajima, 1989), 
le D et le F de Fu et Li (Fu and Li, 1993), le H de Fay et Wu (Fay and Wu, 2000)et le E de 
Zeng (Zeng et al., 2006). Ces estimateurs prennent une valeur nulle si le spectre des 
fréquences alléliques de la région testée est similaire à celui attendu sous hypothèse de 
neutralité. Sous sélection positive, on observe un enrichissement en allèles à faibles et fortes 
fréquences ainsi qu’un défaut de fréquences alléliques intermédiaires. Cela se traduit par des 
valeurs négatives des indicateurs de Fu et Li, Tajima et Zeng. Cependant, la sélection 
purificatrice et l’expansion de la population mènent à un résultat similaire (l’impact de la 
démographie sur la détection de la sélection fait l’objet d’une partie page 25). Afin de 
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discriminer entre sélection négative et positive, il est possible d’utiliser l’estimateur H de Fay 
et Wu qui prend des valeurs négatives en cas de sélection darwinienne. 
Il est aussi possible de comparer les fréquences alléliques de l’allèle dérivé à un site 
donné entre populations (ΔDAF pour Derived Allele Frequency, Grossman et al., 2010). Cette 
méthode est plus sensible pour distinguer les allèles sélectionnés que la simple fréquence de 
l’allèle dérivé. 
• Variations de la longueur d’haplotypes.
Une mutation apparaît dans un contexte génomique donné. Elle est en DL avec d’autres 
allèles présents sur le même chromosome, définissant ainsi un nouvel haplotype. Sous 
hypothèse de neutralité, une mutation n’arrive à une fréquence élevée qu’après un certain 
temps au cours duquel la combinaison va augmenter la diversité locale et réduire la taille du 
bloc de DL comme nous l’avons décrit précédemment. Une mutation sous sélection positive 
augmente rapidement en fréquence, laissant moins de temps à la recombinaison pour agir 
(Sabeti et al., 2002; Voight et al., 2006). Le bloc de DL est donc de taille plus importante 
qu’attendue sous hypothèse de neutralité et la diversité locale plus faible. Plusieurs tests se 
basent sur ces propriétés pour détecter les régions génomiques sous sélection positive. C’est 
par exemple le cas de l’EHH (Extended Haplotype Homozygosity, Figure 5, Sabeti et al., 
2002) qui mesure la diminution de l’homozygotie moyenne entre haplotypes  en fonction de 
la distance croissante autour de la mutation d’intérêt. L’iHH (Voight et al., 2006), qui est une 
mesure de l’aire située sous la courbe de l’EHH, peut être comparé entre populations (ΔiHH, 
Grossman et al., 2010). Il peut aussi être utilisé pour calculer l’iHS (integrated Haplotype 
Score, Voight et al., 2006) qui s’écarte significativement d’une distribution normale en cas de 
sélection positive de l’allèle étudié. Ce dernier test a par la suite mené au développement de 
l’XP-EHH (cross-Population Extended Haplotype Homozygosity, Sabeti et al., 2007) qui 
mesure et compare l’iHS dans différentes populations. 
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Plus récemment, le test DIND (Derived Intra-allelic Nucleotide Diversity, Barreiro et 
al., 2009) a été développé pour mettre à profit les données de séquençage. Ce test compare la 
diversité nucléotidique portée par l’allèle ancestral et celle portée par l’allèle dérivé,  en 
fonction de la fréquence de l’allèle dérivé. Une valeur élevée de DIND traduit l’action de la 
sélection positive sur l’allèle dérivé. 
• Différenciation entre populations
Une mutation peut conférer un avantage sélectif à un groupe d’individus évoluant dans un 
environnement particulier. Elle sera alors sous sélection positive dans cette population et 
augmentera en fréquence rapidement. En revanche, elle aura un effet neutre dans d’autres 
populations qui ne sont pas soumises aux mêmes conditions environnementales. Ainsi, à la 
localisation de cette mutation, la différenciation entre populations augmentera. La statistique 
FST permet de mesurer cette différenciation et prend des valeurs comprises entre 0 (pas de 
différenciation) à 1 (différenciation totale). Sous neutralité, le FST  est déterminé par la dérive 
génétique. Un évènement de sélection positive locale aura pour effet d’augmenter le FST  au 
locus considéré, permettant d’identifier directement la variant sous sélection (Cavalli-Sforza, 
1966; Lewontin and Krakauer, 1973; Weir and Hill, 2002; Wright, 1965, 1943). En revanche, 
Figure 5. Effet de la sélection positive ciblant l’allèle dérivé sur profil de diminution de 
l’EHH. 
Tiré de Voight et al. (2006). La première figure représente les courbes d’EHH attendues sous 
neutralité alors que la seconde représente celles observées sous sélection positive de l’allèle 
dérivé. Sous sélection, l’EHH de l’allèle dérivé (en rouge) diminue plus lentement en 
fonction de la distance au SNP que celui de l’allèle ancestral (en bleu). 
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cette statistique ne permet pas de déterminer la population dans laquelle la différenciation 
s’est faite. 
D’autres tests se basant sur le FST mais contournant cette limitation ont été récemment 
développés. Le LSBL (Locus-Specific Branch Length, Shriver et al., 2004), le PBS 
(Population Branch Statistics, Zhang et al., 2005) et le LRT (Likelyhood Ratio Test, Bhatia et 
al., 2011) permettent de reconstruire les arbres génétiques à un locus donné en incluant au 
moins trois populations. Une comparaison des longueurs des branches deux à deux permet 
ensuite de déterminer dans quelle population l’évènement adaptatif a eu lieu. 
• Développement de méthodes composites
Chacune des méthodes décrites précédemment teste un aspect particulier des signatures 
moléculaires laissées par la sélection positive dans notre génome. Pour tester différentes 
propriétés, il est possible d’effectuer plusieurs tests séparément. Cependant, deux problèmes 
majeurs se posent : (i) chaque analyse présente un certain taux de faux positifs, c’est à dire de 
sites déterminés par la statistique comme étant sujet à l’action de la sélection positive alors 
qu’il ne le sont pas en réalité et (ii) la sensibilité des tests fait qu’il est possible de ne pas 
considérer un site présentant des signatures moléculaires à la limite du seuil de détection de la 
statistique utilisée (faux négatifs). La balance entre sensibilité et limite du taux de faux 
positifs est difficile à trouver et utiliser en parallèle plusieurs tests reviendrait à cumuler les 
erreurs de chacun de ces tests.  
Ces dernières années, des méthodes composites ont été développées dans le but 
d’affiner les résultats des analyses de détection des signaux de sélection positive dans le 
génome. Deux stratégies ont été utilisées. La première repose sur l’idée qu’un faux signal 
peut apparaître ponctuellement de façon aléatoire alors qu’un ensemble de signaux localisés 
dans une même région est plus probablement dû à une véritable signature de sélection 
(Carlson et al., 2005). Ainsi, l’utilisation d’une même statistique sur l’ensemble des SNP 
d’une région permet d’augmenter le pouvoir tout en réduisant le taux de faux positifs. C’est 
sur ce principe que reposent le CLR (pour Composite Likelihood Ratio, Nielsen et al., 2005b) 
et son équivalent permettant de comparer les fréquences alléliques dans une région 
génomique entre populations (XP-CLR, Chen et al., 2010). Des approches normalisant les 
signaux d’iHS et de DIND sur des fenêtres de taille physique déterminée ont aussi été 
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utilisées pour mettre en évidence des régions génomiques sous sélection positive (Fagny et 
al., 2014; Voight et al., 2006).  
Une autre stratégie consiste à cumuler les résultats de plusieurs statistiques pour un 
même site. Le but est ici d’utiliser des approches complémentaires pour obtenir une meilleure 
résolution spatiale du signal de sélection (Zeng et al., 2006). Une combinaison du D de 
Tajima et du H de Fay et Wu permet par exemple de détecter des évènements de sélection 
positive plus efficacement qu’en utilisant les deux statistiques séparément (Zeng et al., 2006). 
C’est en se basant sur cette idée que Grossman et al. ont développé le CMS (Composite 
Multiple Score) qui multiplie les valeurs P de plusieurs statistiques testant la longueur des 
haplotypes (XP-EHH, ΔiHH et iHS) et la différenciation génétique entre populations (FST et 
ΔDAF) pour ne plus obtenir qu’un score unique pour chaque site testé (Figure 6, Grossman 
et al., 2013, 2010). Les valeurs P utilisées dans ce test ont été obtenues à partir de simulations 
utilisant un modèle démographique des populations sous hypothèse de neutralité ainsi qu’un 
évènement de sélection positive (Schaffner et al., 2005). D’autres études ont proposé de 
résumer les résultats de statistiques permettant de détecter l’action de la sélection positive sur 
les séquences en suivant la méthode de Fisher (Luisi et al., 2015, 2012; Zaykin et al., 2007). 
Impact de la démographie sur la détection de la sélection 
La démographie a un impact important sur la diversité génétique. Par exemple, une réduction 
de la taille d’une population correspond à un échantillonnage, ce  qui  se  traduit par une 
réduction de la diversité génétique de la population étudiée.  À  l’inverse,  une  population  en  
expansion  voit  sa  diversité  génétique augmenter. Dans ce cas précis, la population 
présentera un excès d’allèles rares qui est aussi, comme nous l’avons évoqué précédemment, 
l’une des signatures moléculaires de la sélection positive. Les tests de neutralité utilisés en 
génétique des populations considèrent dans l’hypothèse nulle une taille de population 
constante et une absence de structure des populations. Ils se révèlent donc particulièrement 
sensibles à l’histoire démographique des populations.  
La principale différence entre démographie et sélection naturelle réside dans le fait 
que la première agit indistinctement sur l’ensemble du génome alors que la seconde cible une 
ou plusieurs régions spécifiques. Pour détecter la sélection positive dans une population 
donnée, on compare donc les valeurs obtenues sur une région candidate à une distribution 
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nulle obtenue (i) soit en ne considérant que des régions supposées neutres qui n’ont évolué 
qu’en fonction de l’histoire démographique de la population, (ii) soit en simulant une histoire 
démographique réaliste de la population considérée. 
Nous avons mentionné dans la partie 1.2.2.2 que l’utilisation de données génétiques 
avait permis de redessiner les voies migratoires empruntées par Homo sapiens lors de sa 
colonisation du globe. Ces données, combinées à des résultats de simulation, ont permis 
d’établir un modèle démographique consensus des populations humaines d’Afrique de 
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Figure 6. Stratégie de méthode composite permettant d’affiner la détection de l’allèle 
ciblé par le balayage sélectif. 
Adapté de Vitti et al. (2013). (a) Lorsqu’elle apparaît, la mutation conférant un avantage 
sélectif à l’individu qui la porte est en DL avec d’autres allèles. Ceux-ci sont entraînés par le 
balayage sélectif agissant sur la mutation avantageuse. La diversité génétique locale est donc 
réduite par rapport à ce qui est attendu sous neutralité. (b) La mutation bénéfique est 
rapidement fixée. Les allèles dérivés qui sont en DL avec elle ont été entraînés et se 
retrouvent à des fréquences élevées dans la population. De nouvelles mutations vont survenir 
dans ce fond génétique homogène, induisant un surplus d’allèles rares. (c) Au début du 
balayage sélectif, l’haplotype portant la mutation avantageuse présente un défaut de diversité 
génétique ce qui se traduit par une valeur d’EHH élevée. Au cours du temps, l’action des 
forces génomiques et l’apparition de nouvelles mutations vont créer et remanier la diversité 
génétique qui et la région d’homozygotie diminuera progressivement autour de la mutation 
sélectionnée. (d) L’augmentation de la fréquence allélique induit une différenciation entre les 
populations qui se traduit par des valeurs élevées de FST. (e) Les méthodes composites 
intègrent l’ensemble de ces signaux afin de faciliter l’identification de la mutation ciblée par 
le balayage sélectif. 
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l’Ouest, d’Europe et d’Asie de l’Est (Excoffier et al., 2013; Fagundes et al., 2007; Gravel et 
al., 2011; Laval et al., 2010; Schaffner et al., 2005). Brièvement, le modèle assume que 
l’exode hors d’Afrique des populations eurasiennes s’est fait il y a 50 000 à 75 000 ans et 
s’est accompagné d’un goulot d’étranglement d’une intensité de l’ordre d’environ 5 fois la 
taille efficace de population (Laval et al., 2010). Les populations européennes et asiatiques 
ont ensuite divergé il y a 20 000 à 40 000 ans, subissant une nouvelle réduction de la taille 
efficace de la population. Cette période correspond au début d’une expansion modérée des 
populations africaines à un taux de 0,007 individus par générations (Laval et al., 2010). 
L’ensemble des populations a ensuite connu une expansion forte lors de l’avènement de 
l’agriculture il y a 5 000 à 10 000 ans (Schaffner et al., 2005). L’ensemble de ces données 
montre que l’histoire démographique de l’espèce humaine est rythmée d’isolements et de 
migrations. 
1.3. Le Projet 1000 Génomes, une base de données du polymorphisme 
humain 
Le Projet 1000 Génomes (1000 Genomes Project Consortium, 2010) a pour but de fournir un 
catalogue particulièrement détaillé des variations génétiques présentes dans la population 
humaine grâce au séquençage de l’intégralité du génome d’individus appartenant aux 
principales populations d’Afrique de l’Ouest, d’Europe, d’Asie du Sud Est et des Amériques. 
Se basant sur les techniques de séquençage à très haut débit, cette collaboration internationale 
vise à identifier toutes les formes de variations génétiques présentes dans le génome humain à 
une fréquence supérieure à 1 % pour mieux comprendre la contribution génétique aux 
phénotypes humains. Afin d’accéder à des variations plus rares et d’identifier des allèles aux 
conséquences délétères pour l’organisme, le séquençage des exons des individus recrutés 
pour cette étude est réalisé en parallèle à une profondeur de 50 à 100X. La phase I du projet, 
qui porte sur 1 092 individus de 14 populations différentes, a ainsi permis de mettre en 
évidence ~41 millions de SNP, 1.4  millions d’insertions et de délétions d’un faible nombre de 
nucléotides ainsi que plus de 14 000 délétions de plus grandes tailles (1000 Genomes Project 
Consortium, 2012). Une approche in silico a aussi été conduite dans le but de reconstruire les 
haplotypes ségrégant dans les populations étudiées et d’inférer l’état allélique à certains locus 
qui n’ont pas été génotypés. Le consortium a récemment commencé à communiquer sur les 
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résultats de la phase 3 du projet qui, à terme, sera mené sur ~2500 individus répartis en 27 
populations. Ces données permettront d’avoir une vue particulièrement détaillée de la 
diversité génétique de notre espèce, tant au niveau individuel que populationnel. 
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2. Diversité génétique et maladies
infectieuses 
Comme nous l’avons précédemment évoqué, une partie de la diversité phénotypique 
observée au sein de la population humaine est expliquée par la diversité génétique de notre 
espèce. Si certains phénotypes sont visibles à l’œil nu, ils en sont d’autres qui sont beaucoup 
plus subtils à étudier. Lors d’une infection par un pathogène, la réponse immunitaire de l’hôte 
est mise à contribution. Cependant, elle ne permet pas toujours de nettoyer l’organisme des 
agents infectieux avant l’apparition de symptômes qui varieront en intensité d’une personne à 
l’autre. Dans cette partie, je présenterai l’établissement du lien entre diversité génétique et 
maladies infectieuses ainsi que certaines des méthodes mises en œuvre pour identifier les 
facteurs génétiques de l’hôte impliqués dans la réponse à l’infection. 
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2.1. Concept 
Jusqu’au milieu du XIXème siècle, l’espérance de vie à la naissance n’excédait pas les 20-25 
ans dans la population humaine (Cairns, 1998). Ceci s’expliquait par les nombreuses fièvres 
touchant les enfants en bas âge. Les découvertes de certains micro-organismes comme agents 
contagieux et infectieux au cours de la deuxième moitié du XIXème siècle (Koch, 1882; 
Pasteur and Gauthier-Villars, 1870) ont ouvert la voie à ce que l’on appelle aujourd’hui 
l’immunologie. Dès lors que les bases de la théorie microbienne furent posées, observation 
fut faite que seule une partie des personnes infectées par un même pathogène et présentant de 
la fièvre succombaient à l’infection. De manière plus subtile, seule une fraction des personnes 
infectées par un même pathogène développent des symptômes de la maladie infectieuse. Cela 
suggère que des facteurs inhérents à l’hôte jouent un rôle dans le devenir de l’infection ainsi 
que dans la susceptibilité aux maladies infectieuses et que ces facteurs sont variables entre les 
individus. 
L’une des premières mises en évidence formelles de ce phénomène fut réalisée en 
1949 par John B.S. Haldane qui émit l’hypothèse que des facteurs génétiques présents dans 
les populations vivant dans des régions endémiques de la malaria pourraient conférer une 
plus grande protection contre cette maladie infectieuse (Haldane, 1949). Il fut ainsi le premier 
à faire le lien entre la thalassémie et la protection contre la malaria. Les mécanismes 
moléculaires et cellulaires sous-jacents furent mis en évidence cinq ans plus tard (Allison, 
1954). Ces travaux ouvrirent la voie aux études de génétique moléculaire appliquées au 
domaine de l’immunologie.  
De nombreuses analyses ont par la suite permis une meilleure compréhension du 
fonctionnement de notre système immunitaire, identifiant des facteurs génétiques impliqués 
dans la variabilité interindividuelle de réponse immunitaire et de susceptibilité aux maladies 
infectieuses et auto-immunes. Il est possible de diviser ces études menées sur l’Homme en 
trois grands types d’approches : les études de génétique clinique, les études d’épidémiologie 
génétique et les études de génétique évolutive. Nous évoquerons brièvement les deux 
premiers types d’analyses dans ce chapitre, le dernier faisant l’objet d’une section séparée 
(voir chapitre 3 de l’introduction). 
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Figure 7. Représentation schématique de la relation entre les fréquences alléliques des 
variations génétiques et la force de leur effet sur le phénotype. 
Adapté de McCarthy et al. (2008). La vision dichotomique de variations rares ayant des 
effets importants sur un phénotype mendélien et de maladies complexes causées par un 
ensemble de variations génétiques ayant chacune un effet faible sur le trait observé est 
aujourd’hui plus nuancée. Les phénotypes complexes semblent résulter de l’expression de 
mutations variant à la fois en fréquence et en taille d’effet. 
2.2. Les études de génétique clinique 
Les études de génétique clinique reposent sur l’étude des Immunodéficiences Primaires (IP) 
qui sont les cas les plus extrêmes de prédisposition aux maladies infectieuses. Ces maladies, 
dites mendéliennes, sont monogéniques, rares et résultent de mutations délétères ségrégant 
dans les familles avec une forte pénétrance (Pritchard and Cox, 2002; Zwick et al., 2000). La 
fréquence allélique des variations à la base des maladies mendéliennes sévères est 
habituellement très inférieure à 1 % et est d’autant plus faible que le trouble est sévère 
(Figure 7, Pritchard and Cox, 2002). Dans la plupart des cas, un faible nombre de patients 
présentent les mêmes symptômes mais il est parfois possible de n’avoir qu’un unique patient 
présentant des signes cliniques qui lui sont propres. À ce jour, plus de 250 IP ont été 
recensées mais il a récemment été suggéré que ces pathologies sont certainement plus 
nombreuses que les estimations actuelles (Al-Herz et al., 2014; Bousfiha et al., 2013).  
La plupart des immunodéficiences monogéniques ont été identifiées par des 
approches gènes-candidats qui se basent sur les fonctions immunologiques de diverses 
séquences codant pour des protéines précédemment décrites chez l’Homme ou dans des 
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modèles animaux. Ce type d’approche, couplé à des analyses de liaison portant sur 
l’ensemble du génome, a par exemple permis de mettre en évidence l’implication d’un défaut 
de la protéine UNC-93B chez des patients présentant une encéphalite causée par le virus 
HSV-1 (Casrouge et al., 2006). Cette étude a de particulier qu’elle se penche sur les cas de 
deux patients présentant une IP caractérisée par une susceptibilité à un nombre restreint de 
pathogènes, alors que la plupart des IP confèrent une susceptibilité à de multiples infections 
(J. L. Casanova and Abel, 2004; Chapman and Hill, 2012). 
 Plus récemment, le développement des techniques de séquençage et notamment de 
séquençage des exomes a permis l’identification de variations génétiques rares impliquées 
dans des susceptibilités mendéliennes aux maladies infectieuses et des troubles 
immunologiques. La première étude utilisant ce type d’approche a mis en lumière 
l’implication d’une mutation d’un site d’épissage de gène STIM dans la maladie de Kaposi 
qui, bien qu’elle ne soit pas infectieuse, est due à une infection par l’herpèsvirus humain type 
8 (Byun et al., 2010).  
Les approches utilisées en génétique clinique ont ainsi permis d’identifier des 
mutations touchant de nombreux gènes responsables d’IP, révélant leur rôle crucial dans la 
réponse immunitaire (Angulo et al., 2013; Bogunovic et al., 2012; Boisson-Dupuis et al., 
2012; Burns et al., 2014; Bustamante et al., 2014; Casanova et al., 2013; Conley and 
Casanova, 2014; Okada et al., 2015; Pannicke et al., 2013; Pérez de Diego et al., 2010). 
2.3. Les études d’épidémiologie génétique 
Les approches d’épidémiologie génétique combinent des données génétiques et 
épidémiologiques obtenues à partir de l’étude d’une population. Elles peuvent aussi 
s’intéresser à l’agrégation familiale d’un trait phénotypique (Khoury et al., 1993). Les 
avancées technologiques permettant d’identifier et de suivre la ségrégation de marqueurs 
génétiques ont été critiques pour le développement de ce type d’études. Cependant, la mise 
en place de ces stratégies n’est pas récent puisque Haldane suivit ce mode opératoire pour 
établir le lien entre la thalassémie et la protection contre la malaria, comme nous l’avons 
précisé un petit peu plus tôt (Haldane, 1949). 
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D’autres études d’épidémiologie génétique ont ensuite mené à l’association de 
mutations dans les gènes CCR5 et DARC à une protection contre des maladies infectieuses 
comme le VIH et la malaria, respectivement (Dean et al., 1996; Miller et al., 1976). Outre 
l’utilisation dans le contexte de l’étude de traits mendéliens, les études d’épidémiologie 
génétique sont particulièrement puissantes pour identifier la part génétique des phénotypes 
complexes. Ces traits phénotypiques n’ont pas une transmission mendélienne (Badano and 
Katsanis, 2002; Botstein and Risch, 2003). Leur expression dépend à la fois du contexte 
génétique et de facteurs environnementaux (Alcais et al., 2009). De plus, les variations 
génétiques touchant les régions génomiques impliquées dans la réalisation de ces phénotypes 
ont une pénétrance incomplète. 
Deux méthodes ont été utilisées pour caractériser la composante génétique de ces 
phénotypes non mendéliens : les études de liaison gène candidat et les études d’associations 
pangénomiques (GWAS, de l’anglais Genome-Wide Association Study). Les approches gène 
candidat ont permis de mettre en évidence l’importance de nombreux gènes de l’immunité 
dans la réponse à certaines maladies infectieuses. C’est ainsi que plusieurs SNP du complexe 
majeur de l’histocompatibilité (HLA) ont été identifiés comme étant impliqués dans de 
nombreux troubles inflammatoires comme la sclérose en plaques (Sawcer et al., 2005). Des 
variations génétiques touchant d’autres gènes ont aussi été corrélées à des maladies 
infectieuses telles que la lèpre (Mira et al., 2004) et la tuberculose (Grant et al., 2013). 
L’avènement des techniques de séquençage nouvelle génération ont permis d’augmenter le 
nombre de variations génétiques étudiées et de procéder à des études d’associations 
pangénomiques. Les GWAS ont depuis été largement utilisées dans le contexte des maladies 
infectieuses, que ce soit dans le cadre des infections virales (Fellay et al., 2007; Ge et al., 
2009; McLaren et al., 2013; Thomas et al., 2009; Troyer et al., 2011), bactériennes (Thye et 
al., 2012, 2010; Zhang et al., 2009) ou parasitaires (Jallow et al., 2009 ; pour une revue 
exhaustive des GWAS portant sur des maladies infectieuses, se rapporter à Abel et al., 2014). 
Cependant, les résultats obtenus par GWAS ont parfois montré les limites de ce type 
d’approche. Ce fut par exemple le cas pour l’étude de la susceptibilité à l’infection par 
Mycobacterium tuberculosis dont nous discuterons dans la section 4.3. 
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3. Approche génétique de l’adaptation
de l’Homme aux pathogènes 
Au cours de son histoire,  l’Homme a dû faire face à des conditions environnementales 
variées. Il a notamment été confronté à une diversité importante de micro-organismes, qu’ils 
soient pathogéniques ou non. Le nombre croissant de données pangénomiques, telles que 
celles des projets HapMap et 1000 Génomes, a récemment permis d’élargir les études de 
génétique évolutive humaine et de génétique des populations, menant à une vision plus 
précise de la manière dont les pathogènes ont participé au modelage du génome humain. 
Dans cette partie, je discuterai de la mise en évidence des pathogènes comme principale force 
de sélection exercée sur le génome humain, des gènes impliqués dans la réponse immunitaire 
innée ainsi que de leur évolution. 
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3.1. Les pathogènes comme principale contrainte sélective 
Une approche complémentaire aux études de génétique clinique et d’épidémiologie 
génétique, que nous avons évoquées dans la section précédente,  réside dans la génétique 
évolutive et la génétique des populations. Cet angle d’approche permet de mettre en évidence 
des gènes ayant des fonctions capitales pour l’organisme et d’autres ayant participé à 
l’adaptation des populations humaines. Ainsi, en se rapportant à l’immunologie, ces analyses 
aident à la compréhension de la manière dont la sélection naturelle a mené à la diversité 
génétique sous-jacente aux différences de susceptibilité aux maladies infectieuses observées 
dans la population humaine. L’un des avantages indéniables de ces stratégies est qu’elles ne 
reposent pas sur des évaluations de symptômes cliniques qui sont parfois difficiles à observer 
et/ou évaluer. Les études de génétique évolutive et de génétique des populations permettent 
donc d’apporter des informations sur le fonctionnement du système immunitaire qui ne sont 
pas biaisées par l’étude d’un phénotype particulier. 
3.1.1. Cas général : les études pangénomiques 
Dès le début des années 2000, des études à large échelle ont cherché à mettre en évidence des 
signes d’une évolution particulière des gènes humains. En 2005, une comparaison des 
séquences nucléotidiques de 11 000 gènes entre l’homme et le chimpanzé a permis de 
confirmer que la sélection naturelle avait contribué aux évolutions moléculaires qui ont eu 
lieu dans ces deux espèces depuis leur divergence (Bustamante et al., 2005). Les auteurs ont, 
au cours de ces travaux, identifié plusieurs sites présentant des signes d’une évolution 
accélérée. Certains des gènes correspondants sont impliqués dans l’immunité impliquant les 
cellules NK (de l’anglais Natural Killer), qui présentent une activité cytotoxique envers les 
cellules infectées ou les cellules tumorales (voir Caligiuri (2008) pour une revue des 
fonctions des cellules NK). D’autres gènes codant pour des protéines aux fonctions liées à 
l’immunité comme les récepteurs aux immunoglobulines présentent aussi des signes de 
sélection positive. Une autre étude se basant cette fois sur les données HapMap (The 
International HapMap Consortium et al., 2003) et se focalisant sur l’adaptation des 
populations humaines a montré que les facteurs impliqués dans la réponse immunitaire 
mettant en jeu le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de type I étaient enrichis en 
signaux de sélection positive récente dans les populations européennes (Voight et al., 2006). 
D’autres analyses ont par la suite identifié de nombreux gènes impliqués dans les réponses 
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immunitaires comme faisant partie des régions géniques les plus ciblées par la sélection 
positive (1000 Genomes Project Consortium, 2010; Barreiro et al., 2008; Grossman et al., 
2013; Pickrell et al., 2009; Sabeti et al., 2007; Wang et al., 2006). Si l’ensemble de ces études 
a permis de mieux apprécier certaines données épidémiologiques, comme ce fut le cas pour 
les différences de susceptibilité à Plasmodium falciparum (voir section 3.1.2), cela a aussi 
apporté des hypothèses inédites en proposant de nouveaux gènes candidats pouvant être 
impliqués dans des différences de susceptibilité aux maladies infectieuses alors que leur rôle 
dans l’immunité est encore peu ou pas décrit. Ainsi, SLC24A5 se situe dans la région 
présentant la plus forte association avec une résistance à la lèpre (Grossman et al., 2013; 
Wong et al., 2010). Ce gène, principalement connu pour son implication dans la pigmentation 
de la peau, contient un variant génétique sous sélection positive dans les populations 
Européennes (dans lesquelles il est fixé) et Asiatiques (Lamason et al., 2005; Norton et al., 
2007). Ces données suggèrent donc que SLC24A5 pourrait avoir des fonctions encore 
inconnues dans la réponse immunitaire mise en place suite à l’infection par Mycobacterium 
leprae, fonctions qui pourraient être liées aux signaux de sélection positive détectés dans ce 
gène en Eurasie. 
Plusieurs études ont donc identifié un grand nombre de gènes impliqués à la fois dans 
l’immunité innée et adaptative comme ayant participé à l’évolution de l’espèce humaine et 
aux adaptations de différentes populations à leur environnement. 
3.1.2. Validation formelle des pathogènes comme principale contrainte sélective 
Les données que nous venons d’évoquer suggèrent que les pathogènes ont constitué l’une des 
principales forces de sélection naturelle ayant guidé l’évolution de l’espèce humaine. Une 
étude pionnière fut menée en 2005 dans le but de tester cette hypothèse (Prugnolle et al., 
2005). Les auteurs se sont intéressés à la diversité génétique retrouvée dans les régions 
génomiques contenant les gènes codant pour le CMH-I.  En étudiant 61 populations 
humaines différentes, ils ont montré que les populations évoluant dans un environnement à 
forte diversité pathogénique présentent une diversité génétique plus importante que ce qui est 
attendu sous neutralité. Peu de temps après, une autre équipe a obtenu des résultats similaires 
en montrant qu’il existe une corrélation entre la richesse pathogénique de l’environnement et 
la diversité génétique touchant des gènes codant pour des antigènes du groupe sanguins et des 
interleukines (Fumagalli et al., 2009a, 2009b). De plus, en distinguant les différents types de 
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pathogènes présents dans l’environnement, les auteurs montrent que les vers parasites ont 
exercé une forte pression de sélection sur un ensemble de 5 gènes codant pour des 
interleukines, proposant que ces agents infectieux ont constitué une menace constante et 
stable pour les populations qui leurs sont confrontées (Fumagalli et al., 2009b). 
Afin de valider définitivement l’hypothèse, une autre étude a été réalisée. La 
distribution spatiale des fréquences alléliques de plus de 500 000 SNP dans 55 populations 
ont été corrélées à des facteurs environnementaux caractéristiques du milieu de vie des 
populations, tels que le climat, le régime alimentaire ou la charge pathogénique (Fumagalli et 
al., 2011). Cette étude a révélé que la diversité locale des pathogènes  est le principal facteur 
guidant l’adaptation des populations.  
Nombre de régions ciblées par la sélection positive présentent des variations 
génétiques impliquées dans des maladies inflammatoires (Barreiro and Quintana-Murci, 
2010; Fumagalli et al., 2011; Sabeti et al., 2007; Voight et al., 2006), ce qui suggère que ces 
allèles à risque ont conféré un avantage évolutif au cours de l’évolution de notre espèce. Ceci  
a mené à la formulation de l’ « hypothèse hygiéniste », qui stipule que des allèles favorisant 
la réponse efficace de l’hôte face à l’infection dans un environnement où la charge 
pathogénique est élevée sont aujourd’hui délétères pour les organismes qui sont moins 
exposés aux agents infectieux. Une étude récente basée sur des données de GWAS, de scan 
de sélection positive, de cartographie d’eQTL et d’interaction entre protéines a récemment 
démontré que les SNP associés aux maladies inflammatoires sont en effet enrichis en signaux 
de sélection positive et touchent des gènes qui codent pour des protéines interagissant entre 
elles (Raj et al., 2013). De plus, le génotype à un certain nombre de ces SNP est corrélé à 
l’expression de transcrits, suggérant qu’ils ont participé à l’adaptation de l’Homme à son 
environnement sans modification de la séquence protéique (Raj et al., 2013). Cette étude 
démontre ainsi qu’un certain nombre de variations génétiques favorisées au cours de 
l’évolution de l’Homme sont aujourd’hui associées à des susceptibilités de maladies auto-
immunes via le rôle qu’elles jouent dans le contrôle génétique de l’expression génique dans 
les cellules immunitaires. 
3.1.3. L’exemple documenté de la malaria 
La malaria est une maladie infectieuse touchant l’Homme depuis plus de 10 000 ans (Carter 
and Mendis, 2002). Elle reste aujourd’hui la maladie parasitaire la plus répandue à travers le 
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monde qui a causé la mort de plus de 627 000 personnes en 2012 (World Health 
Organization, 2013). Très tôt, des facteurs génétiques liés à la résistance à cette maladie 
infectieuse ont été mis en évidence. Suite aux travaux  de Haldane que nous avons 
précédemment évoqués (voir section 2.3, Haldane, 1949), de nombreux allèles conférant une 
protection face à l’infection par les différentes souches de Plasmodium ont été identifiés. On 
peut par exemple citer les mutations touchant les gènes codant pour les chaines α et β de 
l’immunoglobuline, qui ont été associées à une plus faible susceptibilité à l’infection par 
Plasmodium falciparum (se référer à Taylor et al. (2012) pour une revue des travaux). Des 
études épidémiologiques et moléculaires ont aussi montré que le gène ACKR1 (plus connu 
sous le nom de DARC pour Duffy Antigen Receptor for Chemokines) présente plusieurs 
allèles ayant tous pour conséquence de réduire fortement voire d’empêcher l’infection des 
érythrocytes par Plasmodium vivax (une revue des travaux fut effectuée par Zimmerman et 
al., 2013). Différentes mutations touchant le gène codant pour la G6PD et affectant l’activité 
de cet enzyme ont aussi été associées à des différences de susceptibilité à l’infection par ce 
parasite (Leslie et al., 2010; Louicharoen et al., 2009; Ruwende et al., 1995; Sirugo et al., 
2014). Il semble donc que les parasites provoquant la malaria ont exercé une telle pression de 
sélection sur le génome humain qu’ils ont mené à une convergence évolutive illustrée par 
l’accumulation de plusieurs mutations distinctes dans un même gène ainsi que dans 
différentes séquences codantes particulièrement importantes dans le fonctionnement des 
cellules infectées par Plasmodium. 
Il est important de souligner qu’un grand nombre de ces mutations ont été associées à 
des maladies mendéliennes. C’est par exemple le cas de l’allèle S de la chaîne β de 
l’hémoglobine qui confère une protection face à l’infection à l’état hétérozygote mais qui, à 
l’état homozygote, provoque la drépanocytose et peut être létale en l’absence de traitement 
médical adéquat. Des déficiences en G6PD ont, elles, été prouvées comme étant les causes de 
certaines anémies hémolytiques aiguës déclenchées par une infection (Choremis et al., 1966) 
et/ou la prise de certains médicaments (Cappellini and Fiorelli, 2008). Ainsi, la protection 
envers la malaria a un certain coût pour l’organisme, laissant penser à un équilibre précaire 
entre protection envers la maladie infectieuse et danger pour la survie de l’individu. 
Cependant, nombre de régions contenant des allèles permettant à l’organisme de se prémunir 
contre l’infection par Plasmodium montrent des signes de sélection positive. C’est 
notamment le cas pour CD36 (Fry et al., 2009), G6PD (Louicharoen et al., 2009; Sabeti et 
al., 2002; Tishkoff et al., 2001) ou encore ACKR1 (Hamblin and Di Rienzo, 2000). 
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L’ensemble de ces données illustre là encore le fait que certains pathogènes ont été les 
principaux facteurs influençant l’évolution du génome des populations humaines. 
3.2. Mécanismes de défense de l’hôte humain contre les pathogènes 
3.2.1. Immunités innée et adaptative 
Les pathogènes constituant une menace permanente pour tous les organismes, les êtres 
vivants ont développé de nombreux mécanismes de défense qui sont activés par les agents 
infectieux et qui participent à la protection de l’hôte en  détruisant les micro-organismes 
invasifs et en neutralisant leurs facteurs de virulence. En se basant sur le type de récepteurs 
utilisés pour reconnaitre les micro-organismes, deux branches de de la réponse immunitaire 
ont été définies : l’immunité innée et l’immunité adaptative. Les récepteurs utilisés par la 
première sont codés dans la lignée germinale et permettent de définir un système de défense 
évolutivement ancien (Hoffmann et al., 1999; Janeway and Medzhitov, 2002; Litman et al., 
2005). L’immunité adaptative, aussi dite acquise, n’est retrouvée que chez les vertébrés. Elle 
repose sur l’utilisation d’un panel très large de récepteurs codés dans la lignée somatique 
(Janeway, 2001; Medzhitov and Janeway, 1998). 
Pendant longtemps, les travaux portant sur le système immunitaire ont été largement 
guidés par la compréhension des mécanismes de l’immunité adaptative.  Ils ont permis de 
mettre en évidence le rôle des lymphocytes B et T et de leurs récepteurs aux antigènes 
spécifiques (Janeway, 2001). Au cours de leur développement, des évènements de 
recombinaison et de variation de segments de gènes génèrent un récepteur à un antigène 
unique par lymphocyte qui possède un site de reconnaissance particulier. Si cela permet 
d’avoir un réservoir quasiment illimité de récepteurs et d’anticorps, les lymphocytes ne 
deviennent efficaces que deux à quatre jours après le premier contact avec le micro-
organisme. Cette période correspond au temps nécessaire à l’expansion clonale des 
lymphocytes dont les récepteurs reconnaissent l’un des antigènes de l’agent infectieux en 
question. Malgré tout, la réponse induite est hautement spécifique et les lymphocytes 
persistent ensuite sous forme d’une mémoire immunitaire qui assure une protection plus 
rapide en cas de nouvelle exposition au pathogène considéré. Etant donné que le temps de 
génération de nombreux agents infectieux est de l’ordre de la dizaine de minutes, il apparait 
évident qu’un mécanisme de réponse immédiate est nécessaire. 
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Plus récemment, des travaux ont commencé à mettre en évidence le rôle du système 
immunitaire inné dans l’activation de la réaction inflammatoire et de la réponse immunitaire 
adaptative. Cette branche de l’immunité commence au niveau des zones d’interface entre le 
milieu intérieur des organismes pluricellulaires et le milieu extérieur en mettant en jeu des 
peptides antimicrobiens qui permettent de se prémunir contre les infections bactériennes et 
fongiques (Braff et al., 2005; Ganz and Lehrer, 1994; Wang, 2014; Zasloff, 2002). Dans le 
cas d’un franchissement des barrières épithéliales par un micro-organisme, les phagocytes, 
les lymphocytes NK et le système du complément entrent en jeu. Les protéines du 
complément circulent dans le sang où elles peuvent être activées selon différentes voies pour 
détruire les pathogènes, faciliter la phagocytose, recruter des cellules inflammatoires ou 
modeler la réponse immunitaire adaptative (Ricklin et al., 2010). Les phagocytes et les 
cellules NK sont activés par la reconnaissance de motifs moléculaires conservés au sein des 
micro-organismes et absents des cellules de l’hôte appelés Pathogen Associated Molecular 
Pattern (PAMP) (Janeway and Medzhitov, 2002; Medzhitov, 2001) ou microbial sensors 
(Beutler et al., 2006). Les récepteurs des différents PAMP sont appelés Pathogen Recognition 
Receptors (PRR). Leur fixation à un PAMP va induire l’activation de voies de signalisations 
particulières, aboutissant à une réponse immunitaire (Janeway, 1989). Il existe une grande 
variété de PRR. Ils peuvent être localisés à la membrane des cellules, dans le cytoplasme, ou 
être sécrétés. Plusieurs familles de PRR ont été définies en se basant sur la structure des 
protéines. 
3.2.2. Les différentes familles de PRR 
3.2.2.1. Les récepteurs de type TOLL 
Les récepteurs de types TOLL (TLR pour Toll-like receptors) ont été les premiers PRR 
identifiés et ont été largement étudiés depuis. Ils présentent de fortes homologies de structure 
avec la protéine codée par le gène Toll, identifiée pour la première fois chez Drosophila 
melanogaster comme étant impliquée dans le développement (Anderson et al., 1985; 
Hashimoto et al., 1988). Ce n’est qu’à partir de 1996 que cette protéine fut démontrée comme 
jouant un rôle clé dans la protection de l’hôte face aux infections par des bactéries à Gram 
positif ou des champignons (Hoffmann, 2003; Lemaitre et al., 1996; Lemaitre and Hoffmann, 
2007). Par la suite, une famille de dix TLR a été identifiée chez l’Homme (Chuang and 
Ulevitch, 2000, 2001; Du et al., 2000; Medzhitov et al., 1997; Rock et al., 1998; Takeuchi et 
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al., 1999). Quatre d’entre eux, TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9, sont localisés dans des 
compartiments intracellulaires comme les endosomes alors que TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, 
TLR6 et TLR10 sont exprimés à la surface cellulaire (Akira et al., 2006; Takeda et al., 2003). 
Les TLR intracellulaires sont principalement impliqués dans la reconnaissance d’acides 
nucléiques alors que les récepteurs de la membrane plasmique détectent des produits dérivés 
d’une large variété de bactéries, de parasites et de champignons (Akira et al., 2006; Blasius 
and Beutler, 2010; Kawai and Akira, 2011, 2006; Takeda et al., 2003). Il faut noter que le 
ligand de TLR10 n’est pas encore déterminé et que ses fonctions ne sont que peu 
documentées (Godfroy et al., 2012; Guan et al., 2010; Hasan et al., 2005; Hornung et al., 
2002; Oosting et al., 2014). 
La fixation d’un PAMP sur un TLR induit l’activation d’une voie de signalisation. La 
première étape correspond au recrutement d’adaptateurs contenant un domaine TIR. MYD88 
peut être recruté par tous les TLR à l’exception de TLR3, TIRAP (parfois appelé MAL) est 
recruté par TLR2 et TLR4, TICAM1 (TRIF) par TLR3 et TLR4 et TIVAM2 (TRAM)  n’est 
utilisé que par TLR4 (Akira and Takeda, 2004; Kawai and Akira, 2010; Kumar et al., 2011; 
Takeda et al., 2003). La transmission du signal par de nombreux intermédiaires moléculaires 
aboutit à l’activation des facteurs de transcription NF-κB et AP1 qui permettent la production 
de cytokines inflammatoires telles que l’IL-1β, l’IL-6 ou le TNFα (Kawai and Akira, 2011; 
Lee and Kim, 2007). L’activation des TLR endosomaux entraîne l’activation de facteurs 
comme IRF3 et IRF7, menant à la production d’interférons de type I. Cette voie de 
signalisation peut aussi être utilisée par TLR4, dans le cadre d’une signalisation indépendante 
de MYD88 (Akira and Takeda, 2004; Blasius and Beutler, 2010; Kawai and Akira, 2011). 
3.2.2.2. Les lectines de type C 
Les lectines de type C, aussi appelées CLR pour l’anglais C-type lectins, constituent une 
grande classe de protéines solubles ou transmembranaires. Elles tirent leur nom du fait que, 
chez les vertébrés, ces récepteurs fixent de nombreux glucides (activité lectine) par 
l’intermédiaire d’un domaine particulier, le CRD (carbohydrate recognition domain). Cette 
interaction nécessite la présence  d’ions Ca2+. L’ensemble des CLR présente au moins un 
domaine CRD ou un domaine homologue qui ne fixe pas nécessairement les glucides. Ce 
domaine protéique détermine les structures spécifiques qui sont reconnues par le récepteur 
(Veldhuizen et al., 2011; Zelensky and Gready, 2005). En se basant sur des similarités de 
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structures et de fonctions, 17 familles de CLR ont été définies. Si les CLR participent à la 
reconnaissance d’agents infectieux (Drummond and Brown, 2013; Graham and Brown, 2009; 
Huysamen and Brown, 2009; Kanazawa, 2007; Kanazawa et al., 2004), elles permettent aussi 
une réponse à des signaux de dangers cellulaires comme la présence de lipides oxydés, 
participant ainsi au maintien de l’intégrité tissulaire. 
Les CLR transmembranaires peuvent être divisées en deux grands groupes : les CLR 
de type Dectin-1 et les CLR de type Dectin-2. Les récepteurs de type Dectin-1 possèdent un 
CRD dans leur partie extracellulaire, un domaine transmembranaire et  un domaine de 
transduction du signal dans leur partie intracellulaire (Huysamen and Brown, 2009). Certains 
membres de ce groupe présentent un motif ITAM, résultant en une activation de facteurs de 
transcription lors de la fixation des ligands sur ces récepteurs. D’autres de ces senseurs 
présentent un motif ITIM dans leur partie intracellulaire, qui participe à l’inhibition des 
facteurs de transcription en aval de la voie de signalisation. Les CLR de type Dectin-2, aussi 
appelées CLR classiques, ont, elles, une partie intracellulaire particulièrement restreinte qui 
ne contient pas de domaine d’activation ou d’inhibition. Afin de transmettre le signal à la 
cascade moléculaire, elles nécessitent donc un partenaire protéique. La fixation du ligand sur 
ces récepteurs est donc suivie du recrutement de la chaine gamma du récepteur Fc qui 
transmet le signal via son domaine ITAM (Cao et al., 2007; Kanazawa et al., 2003). 
L’activation des voies CLR peut avoir des conséquences variées. D’une part, la 
reconnaissance de certains PAMP par ces PRR induit une signalisation via la voie impliquant 
CARD9, BCL10 et MALT1, menant à l’activation de NF-κB et à la production de cytokines 
inflammatoires telles que l’IL-6, l’IL-1β ou le TNFα (Kerrigan and Brown, 2011). De récents 
travaux ont aussi montré que l’activation de certains CLR pouvait induire une activation de 
l’inflammasome impliquant la caspase-8 (Gringhuis et al., 2012). Finalement, les CLR 
permettent d’amorcer l’internalisation des pathogènes ou des corps étrangers par les 
phagocytes. 
3.2.2.3. Les récepteurs de type RIG-I 
Les récepteurs de type RIG-I, aussi appelés RLR pour Rig-I-like Receptors, ont commencé à 
être identifié au début des années 2000. Le premier récepteur mis en évidence, RIG-I 
(aujourd’hui appelé DDX58) (Yoneyama et al., 2004), a donné son nom à la famille qui 
contient deux autres protéines : IFIH1 (parfois appelé MDA5), et DHX58 (LGP2). Ces trois 
molécules reconnaissent des ARN viraux dans le cytoplasme et participent à la réponse 
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antivirale (Baum and García-Sastre, 2010; Loo and Gale, 2011; Yoneyama et al., 2005, 
2004). Ces récepteurs ont en commun un domaine servant à la reconnaissance des ARN et 
conférant leur spécificité aux récepteurs, un domaine hélicase permettant l’intégration de 
signaux induits par les ARN (Luo et al., 2013) et deux domaines CARD (Caspase 
Recruitment Domains) déclenchant la réponse inflammatoire et, dans certains cas, la mort 
cellulaire (Kang et al., 2002; Kovacsovics et al., 2002; Saito et al., 2007; Yoneyama et al., 
2005). La protéine DHX58 ne possède pas ces derniers domaines. Elle pourrait donc réguler 
l’activité de DDX58 et IFIH1 par (i) inhibition compétitive, en fixant les ARN double-brins 
et en réduisant leur disponibilité, (ii) interaction entre le domaine répresseur de DHX58 et le 
domaine CARD de DDX58 ou (iii) inhibition compétitive par recrutement de l’adaptateur 
nécessaire à la transduction du signal suite à l’activation de DDX58. Cependant, il semblerait 
que DHX58 participe à l’activation de IFIH1  (Venkataraman et al., 2007). 
L’activation de DDX58 et IFIH1 induit le recrutement de MAVS qui va, par 
l’intermédiaire d’autres partenaires moléculaires, mener à l’activation d’IRF3 et IRF7 pour 
induire l’expression des gènes codant pour les interférons de type I (Dixit et al., 2010; Hiscott 
et al., 2006; Lin et al., 2006; Ohman et al., 2009) ou à l’activation de NF-κB qui participera à 
l’expression de cytokines pro-inflammatoires (Kato et al., 2005; Kawai et al., 2005; Poeck et 
al., 2010). D’autres données indiquent que l’activation de la voie des RLR peut induire la 
production d’interféron de type III (IFNλ) (Donnelly and Kotenko, 2010; Loo and Gale, 
2011; Onoguchi et al., 2007; Osterlund et al., 2005). 
3.2.2.4. Les récepteurs de type NOD 
Les récepteurs de type NOD, ou NLR (NOD-like Receptors) sont retrouvés chez différents 
vertébrés et invertébrés (Lange et al., 2011; Rast et al., 2006; Tian et al., 2009). Des senseurs 
ayant une structure similaire sont aussi retrouvés chez les plantes. Ces NBS-LRR végétaux 
(Nucleotide-Binding Site Leucine-Rich Repeats) sont des cibles de la sélection positive 
(Meyers et al., 1998; Mondragón-Palomino et al., 2002; Parniske et al., 1997) et participent 
aux mécanismes clés de l’immunité des plantes (Caplan et al., 2008). Chez l’Homme, les 
NLR sont au nombre de 22. Principalement localisés dans le cytoplasme même si certains de 
ces senseurs sont retrouvés dans des compartiments cellulaires (Moore et al., 2008; Steimle et 
al., 1993), ils participent à la reconnaissance de structures moléculaires microbiennes et de 
signaux endogènes de danger ou de stress (Kufer and Sansonetti, 2011). Ils présentent une 
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structure protéique similaire avec (i) un domaine LRR qui sert à la fixation du ligand, (ii) un 
domaine NACHT qui permet l’oligomérisation de la protéine et (iii) un domaine effecteur en 
partie N-terminale. Les variations que présente ce dernier domaine permettent de distinguer 
la sous-famille des NOD (Nucleotide Oligomerization Domain) de celle des NALP (NACHT, 
Leucine-rich repeat, Pyrin domain). 
Les NOD reconnaissent des composants bactériens et activent le facteur de 
transcription NF-κB via les adaptateurs RIPK2 et CARD9, ce qui a pour effet d’induire 
l’expression de cytokines pro-inflammatoires (Girardin et al., 2001; Hsu et al., 2007; Inohara 
et al., 2000; Kobayashi et al., 2002; Ogura et al., 2001). Les NALP, eux, font partie d’un 
complexe protéique appelé inflammasome. Par l’intermédiaire de l’adaptateur PYCARD 
(parfois appelé ASC ou CARD5), l’activation des NALP va induire la stimulation de 
l’activité protéolytique de CASP1 qui va cliver les pro-IL-1β et pro-IL18, permettant la 
production de la forme mature de ces cytokines (Mariathasan et al., 2006; Martinon et al., 
2002; Schroder and Tschopp, 2010). 
3.2.2.5. Autres senseurs des acides nucléiques : les CNAS 
Si nous avons vu que les RLR participaient à la reconnaissance d’acides nucléiques localisés 
dans le cytosol, il est parfois possible que DDX58 ne soit pas le premier acteur moléculaire 
de la voie de signalisation. En effet, il a récemment été montré que ce senseur reconnait des 
ARN intermédiaires (Ablasser et al., 2009; Chiu et al., 2009) qui ont été transcrits par l’ARN 
polymérase III à partir d’ADN double-brins riches en AT (Figure 8). Cette polymérase peut 
donc jouer le rôle de senseur dans les cellules humaines. 
Hormis les RLR et les NLR, d’autres récepteurs appelés CNAS (pour Cytosolic 
Nucleic Acid Sensors) participent à la reconnaissance d’acides nucléiques présents dans le 
cytosol (revus dans Dempsey and Bowie, 2015; Vabret and Blander, 2013). La mise en 
évidence de ces mécanismes est récente puisqu’elle a commencé en 2008 avec 
l’identification d’une nouvelle protéine particulièrement importante : STING. Cette molécule 
joue un rôle dans la réponse aux agents infectieux viraux et bactériens et dans la 
reconnaissance des ADN de l’hôte au cours de maladies auto-immunes (Burdette and Vance, 
2013; Ishikawa and Barber, 2008; Zhong et al., 2008). Une fois activé par son ligand, STING 
recrute TBK1 qui va phosphoryler IRF3, induisant une réponse impliquant les interférons de 
type I (Ishikawa et al., 2009; Stetson and Medzhitov, 2006; Tanaka and Chen, 2012). 
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STING étant capable de reconnaitre certains métabolites secondaires des bactéries 
comme le diguanylate monophosphate cyclique (c-di-GMP) (Burdette et al., 2011), il a 
récemment été proposé qu’il participe aussi à la transduction du signal initié par d’autres 
protéines. Ainsi, cGAS (cyclic-GMP-AMP synthase) reconnait certains ADN bactériens et 
viraux (Li et al., 2013; Schoggins et al., 2014) et génère un messager secondaire, cGAMP 
(Sun et al., 2013), qui va à son tour participer à l’activation de STING et à la production 
d’interférons de type I (Zhong et al., 2008).  
STING est aussi utilisé comme adaptateur par IFI16 une fois que celui-ci se lie à des 
ADN ou ARN microbiens (Horan et al., 2013; Unterholzner et al., 2010). Cette dernière 
protéine présente des homologies de structure avec un autre PRR reconnaissant des ADN 
double-brins viraux dans le cytoplasme : AIM2. Ce récepteur, une fois lié à son ligand, induit 
l’activation de la caspase 1 via le recrutement de PYCARD (Hornung et al., 2009). IFI16 et 
AIM2 possèdent toutes deux un domaine PYRIN ainsi qu’un site de liaison à l’ADN 
(HIN200), ce qui a permis de définir une nouvelle classe de PRR appelés ALR (AIM2-Like
Figure 8. Senseurs d’ADN cytosoliques et voies de signalisation. 
Tiré de Dempsey and Bowie (2015). La reconnaissance des ADN par les senseurs spécifiques 
engendre une cascade de signalisation qui aboutit à la production de cytokines pro-
inflammatoires, d’IFN et/ou à l’activation de l’IL1β. 
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Receptors) qui contient aussi MNDA et PYHIN1 (Keating et al., 2011; Schattgen and 
Fitzgerald, 2011).  
La mise en évidence récente de nouveaux PRR montre que nous sous-estimons très 
certainement le nombre de molécules impliquées dans la reconnaissance de PAMP et laisse 
supposer que de nombreux mécanismes de défense face aux pathogènes restent encore 
inconnus à ce jour. 
3.3. Génétique évolutive de l’immunité innée 
Comme nous l’avons précédemment évoqué, les pathogènes ont été l’une des principales 
menaces quant à la survie et la procréation de l’Homme. Etant donné que le bagage génétique 
d’un individu influence fortement sa susceptibilité aux maladies infectieuses, les pressions 
sélectives exercées par les agents infectieux ont fortement participé au modelage du génome 
humain. L’immunité innée constituant la première ligne de défense de l’hôte contre les 
pathogènes, les gènes codant pour les protéines impliquées dans ce processus cellulaire 
constituent un modèle d’étude particulièrement relevant pour étudier les pressions sélectives 
exercées par les micro-organismes sur le génome humain.  
Les premières analyses des traces moléculaires laissées sur l’ensemble du génome par 
la sélection naturelle ont montré que certains gènes impliqués dans l’immunité ont été la cible 
de mutations récurrentes ayant conféré un avantage sélectif aux primates (Bustamante et al., 
2005; Kosiol et al., 2008; Nielsen et al., 2005a). Ce processus cellulaire fait aussi partie des 
fonctions cellulaires présentant le plus de signatures de sélection positive très ancienne (Clark 
et al., 2003). De même, de nombreuses études intraspécifiques ont mis en évidence des 
régions génomiques associées à l’immunité comme étant positivement sélectionnées dans des 
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populations humaines distinctes (Barreiro et al., 2008; Pickrell et al., 2009; Sabeti et al., 
2007; Voight et al., 2006). Cependant, une comparaison entre les séquences de plus de 11 
000 gènes entre l’Homme et le Chimpanzé réalisée au début du siècle a révélé qu’un grand 
nombre de gènes impliqués dans la réponse à l’infection ont un rôle fonctionnel 
particulièrement important pour l’organisme puisqu’ils n’accumulent que très peu de 
mutations modifiant les séquences d’acides aminés pour lesquelles ils codent (Bustamante et 
al., 2005). Il est donc apparu dès le début des études de génétique évolutive considérant les 
gènes de l’immunité que ceux-ci étaient soumis à des forces sélectives variées. De 
Figure 9. Pressions de sélection exercées sur certains récepteurs et adaptateurs de 
l’immunité innée. 
Tiré de Quintana-Murci and Clark (2013). Les gènes ayant évolué sous l’action de la 
sélection purificatrice sont montrés en rouge, ceux ayant évolué sous sélection négative plus 
relâchée sont indiqués en bleu, ceux pour lesquels aucun signe de contrainte sélective n’a été 
trouvé sont montrés en gris. En gras sont indiqués les gènes pour lesquels des évidences de 
sélection positive au niveau de l’espèce humaine ont été retrouvées et en pointillés ceux 
présentant des signes d’une sélection positive restreinte à certaines populations humaines. 
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nombreuses études portant sur des gènes ou des familles de gènes candidat(e)s ont alors été 
menées dans le but d’identifier les forces sélectives ayant modelé les gènes impliqués dans la 
réponse à l’infection ainsi que d’en estimer les intensités (Figure 9,  Quintana-Murci and 
Clark, 2013). 
3.3.1. Évolution des TLR 
Les TLR sont, globalement, soumis à l’action de la sélection purificatrice (Barreiro et al., 
2009; Smirnova et al., 2001; Wlasiuk and Nachman, 2010). Malgré tout, l’intensité des 
pressions de sélection exercées sur ces dix senseurs n’est pas homogène. 
Ainsi, les TLR localisés dans les endosomes n’accumulent que très peu de mutations 
non-synonymes et sont soumis à une contrainte évolutive plus importante que les TLR 
localisés à la membrane cellulaire (Barreiro et al., 2009). L’une des hypothèses avancées 
pour expliquer cette structure porte sur les motifs reconnus par les TLR localisés dans les 
compartiments cellulaires. Ceux-ci ont pour principaux ligands les acides nucléiques de 
micro-organismes qui, bien que caractérisés par certaines modifications chimiques (Karikó et 
al., 2005), sont suffisamment ressemblants aux acides nucléiques de l’hôte pour qu’une 
modification du site de fixation du récepteur induise une reconnaissance du matériel 
génétique de l’hôte et mène à une réponse auto-immune (Krieg and Vollmer, 2007; Marshak-
Rothstein, 2006; Pisitkun et al., 2006). Ainsi, la conservation des TLR endosomaux pourrait 
refléter la balance entre reconnaissance efficace des ARN du « non-soi » et non fixation du 
matériel génétique de l’hôte. 
Les TLR localisés à la surface cellulaire présentent plus de flexibilité quant à 
l’acceptation de mutations modifiant les séquences d’acides aminés, ainsi qu’une plus grande 
diversité génétique et fonctionnelle entre populations. Ainsi, jusqu’à 23 % des individus 
portent une variation génétique induisant une modification potentiellement dommageable 
pour la protéine dans l’un des gènes codant ces senseurs et jusqu’à 16 % des membres d’une 
population peuvent porter une mutation non-sens dans l’une de ces séquences (Barreiro et al., 
2009; Wlasiuk et al., 2009). Ces données suggèrent qu’il existe un certain degré de 
redondance au niveau des TLR participant à la reconnaissance des bactéries, champignons et 
protozoaires au niveau de la membrane cellulaire. 
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Des signatures moléculaires de l’action de la sélection positive ont aussi été 
identifiées dans certains gènes codant pour des TLR. Il a par exemple été montré que TLR1 
et TLR4 sont soumis à une évolution accélérée ancienne chez les primates, ayant entrainé 
d’importantes divergences de séquences entre les espèces considérées (Nakajima et al., 2008; 
Ortiz et al., 2008; Wlasiuk and Nachman, 2010). Chez l’Homme, une mutation non-
synonyme localisée dans le gène TLR5 régulant l’activation de NF-κB est sous sélection 
positive récente chez les Yoruba (Grossman et al., 2013). Une mutation non-sens est aussi 
retrouvée dans ce gène chez les populations européennes à une fréquence de 10 % (Barreiro 
et al., 2009). De même, le cluster TLR6-1-10 est la cible d’évènements de sélection positive 
dans les populations Européennes (Barreiro et al., 2009; Pickrell et al., 2009). Des études 
fonctionnelles ont montré qu’une des mutations non-synonymes portées par l’haplotype 
retrouvé à forte fréquence dans ces populations participe à la régulation de l’activité du 
facteur de transcription NF-κB suite à la stimulation de la voie TLR1 et participe à la 
protection contre l’infection par Mycobacterium Leprae (Barreiro et al., 2009; Ben-Ali et al., 
2011; C. M. Johnson et al., 2007; Misch et al., 2008). Ces données suggèrent qu’une 
réduction de l’activité de NF-κB pourrait avoir conféré un avantage sélectif aux individus 
porteurs de ces mutations. Finalement, d’autres travaux indiquent que le cluster TLR6-1-10 
est aussi sujet à l’action de la sélection positive chez le Chimpanzé et l’Orang-Outan (Enard 
et al., 2010). Cela suggère que cette région génomique est un point chaud de sélection 
darwinienne portant des variations génétiques ayant conféré un avantage sélectif à de 
nombreux primates. 
3.3.2. Évolution des CLR 
Très peu d’études ont porté sur l’analyse des forces sélectives guidant l’évolution des gènes 
codant pour les lectines de type C. L’histoire sélective de CD209 et CD209L a notamment 
été étudiée. Alors que le gène codant pour le premier récepteur n’accumule que très peu de 
mutations non-synonymes, signe d’une très forte contrainte sélective, le second présente des 
signes de sélection balancée ou de relâche de contrainte sélective dans les populations non 
africaines. D’importants débats ont concerné un autre CLR particulier : le récepteur soluble 
au mannose MBL2. De nombreux allèles engendrant une déficience en MBL2 peuvent être 
retrouvés dans diverses populations réparties sur l’ensemble du globe (Bernig et al., 2004; J.-
L. Casanova and Abel, 2004; Verdu et al., 2006), suggérant qu’une perte de la fonction de ce 
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gène pourrait constituer un avantage sélectif. Cependant, les déficiences en MBL2 ont été 
associées à une plus grande susceptibilité à de nombreuses maladies infectieuses (Hibberd et 
al., 1999; Hoal-Van Helden et al., 1999; Mullighan et al., 2002; Peterslund et al., 2001; Roy 
et al., 2002; Santos et al., 2001). Une hypothèse conciliant ces deux constats semble 
compliquée à établir. Le débat a aussi porté sur les forces sélectives ayant modelé MBL2. En 
effet, si certaines études de génétique des populations ont proposé que ce locus était ciblé par 
la sélection balancée (Bernig et al., 2004; Mukherjee et al., 2009), d’autres suggèrent que ce 
gène évolue sous neutralité (Verdu et al., 2006). Il semblerait donc que le rôle de MBL2 soit 
redondant et que d’autres facteurs moléculaires soient d’une importance fonctionnelle plus 
grande. 
3.3.3. Évolution des RLR et des NLR 
Les NLR et les RLR, comme nous l’avons vu précédemment, participent à la reconnaissance 
de pathogènes et de signaux de dangers dans le cytoplasme. La famille des RLR semble jouer 
un rôle relativement redondant par rapport aux autres familles de senseurs puisque 
l’ensemble de ses membres évolue sous le régime d’une faible sélection négative, voire de 
neutralité (Vasseur et al., 2012). Cependant, l’intensité de cette faible pression de sélection 
n’est pas homogène parmi les trois RLR. Moins de mutations altérant la structure protéique 
sont accumulées dans DDX58 comparé à IFIH1 et DHX58 (Vasseur et al., 2011). Ce motif 
pourrait être la conséquence de la reconnaissance d’un nombre plus important d’ARN par 
DDX58 que par les deux autres protéines ou de la plus grande exigence requise par la 
reconnaissance de ses substrats microbiens (Loo and Gale, 2011). De plus, des indices 
moléculaires laissent penser que des mutations non synonymes localisées dans IFIH1 et 
DHX58 sont sous sélection positive dans des populations humaines spécifiques (Fumagalli et 
al., 2010; Vasseur et al., 2011) et ont conféré un avantage sélectif aux individus les portant. 
L’évolution des NLR est elle aussi guidée par des évènements sélectifs de natures et 
d’intensités variées. Ainsi, les mutations non-synonymes touchant les gènes codant pour les 
NALP semblent être particulièrement délétères pour l’hôte puisque ces gènes en présentent 
une faible proportion par rapport à ce qui est attendu sous hypothèse de neutralité (Vasseur et 
al., 2012). À l’inverse, le rôle fonctionnel des récepteurs NOD parait redondant puisqu’ils 
évoluent sous faible sélection négative. Comme pour les autres familles de gènes que nous 
avons mentionnées précédemment, certains membres de la famille des NLR ont participé à 
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l’adaptation de populations humaines à leur environnement. Des évènements de sélection 
positive ont notamment ciblé les gènes NALP1, NALP14 et CIITA (Vasseur et al., 2012). 
3.3.4. Évolution des CNAS 
Comme nous l’avons précisé dans la partie 3.2.2.5, l’identification des ALR est 
particulièrement récente. Les études de génétique évolutive s’étant intéressées à cette classe 
de PRR sont donc particulièrement restreintes pour le moment. Les premières données 
portant sur ces senseurs indiquent qu’ils sont très diversifiés chez les mammifères (Brunette 
et al., 2012). D’autres travaux ont montré qu’IFI16 présente un plus grand nombre de 
substitutions non-synonymes que de mutations synonymes chez les primates (Cagliani et al., 
2014). Des évidences moléculaires de l’action d’une sélection positive ancienne sur AIM2 ont 
aussi été retrouvées au cours de cette étude. Deux des sites de AIM2 et un d’IFI16 
sélectionnés positivement sont localisés à proximité du domaine de fixation à l’ADN, 
suggérant qu’ils participent à la spécificité de substrat de ces récepteurs. La région séparant 
les deux domaines HIN200 de IFI16 présente aussi diverses évidences d’une action de la 
sélection balancée sur cette région chez l’Homme (Cagliani et al., 2014). L’ensemble de ces 
résultats attestent de l’implication des ALR dans l’adaptation des espèces et des populations à 
leur environnement microbien. 
3.3.5. Évolution de molécules autres que les PRR 
Les études de génétique évolutive portant sur les gènes de l’immunité innée ne se sont pas 
restreintes aux senseurs des micro-organismes. Il a notamment été montré que les adaptateurs 
utilisés pour la transduction du signal entre les TLR et le reste de la voie de signalisation, à 
savoir MYD88, TIRAP, TICAM1 et TICAM2 ont été soumis à une forte contrainte sélective 
chez l’ensemble des primates (Nakajima et al., 2008), soulignant l’importance fonctionnelle 
de ces molécules. Chez l’Homme, MYD88 et TRIF présentent de très faibles taux de 
mutations non-synonymes au regard des variations ne modifiant pas la séquence protéique, ce 
qui souligne le rôle non redondant qu’elles ont dans la transmission du signal de 
reconnaissance des agents infectieux (Fornarino et al., 2011). Des traces moléculaires d’un 
balayage sélectif sont aussi retrouvées dans MYD88 pour l’ensemble de la population 
humaine. Quant aux trois autres adaptateurs, ils présentent des évidences de sélection positive 
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dans des populations spécifiques, suggérant qu’ils ont participé à l’adaptation de groupes 
d’individus à un environnement particulier. 
Des études de génétique évolutive ont aussi mis en évidence les différentes voies 
évolutives empruntées par les gènes codant pour les interférons (IFN) (Manry et al., 2011a, 
2011b). IFNγ n’accepte aucune mutation non-synonyme, corroborant des observations 
cliniques du rôle non redondant de cette cytokine dans la réponse immunitaire et de son 
importance pour la survie de l’hôte (Manry et al., 2011b; Zhang et al., 2008). Si les deux 
autres gènes impliqués dans la voie de signalisation initiée par l’IFNγ peuvent accumuler des 
mutations non-synonymes, ils évoluent malgré tout sous la pression de la sélection négative 
(Manry et al., 2011b). Comme pour le groupe des IFN de classe II, l’intensité de la sélection 
négative guidant l’évolution des gènes codant pour les IFN de classe II est variable au sein de 
cette sous-famille (Manry et al., 2011a). Ainsi, certains IFN de type I comme IFNα6, IFNα8, 
IFNα13 et IFNα14 ne présentent que peu de changements d’acides aminés entre les 
populations humaines. À l’inverse, d’autres IFN de type I ont accumulé des mutations non-
synonymes ou des mutations stop qui sont aujourd’hui retrouvées à des fréquences alléliques 
élevées dans la population, suggérant que leurs fonctions sont redondantes. Finalement, des 
mutations présentes dans les gènes codant pour les IFN de type III ont été ciblées par la 
sélection positive dans la population européenne. Ces gènes semblent donc avoir participé à 
l’adaptation de ces individus à leur environnement pathogénique. 
Finalement, une dernière classe d’effecteurs de l’immunité a été étudiée : les 
défensines. Des analyses interspécifiques ont révélé que les gènes codant pour les défensines 
de type α et β ont évolué en étant soumis à diverses pressions de sélection positives et 
négatives (Aldred et al., 2005; Cagliani et al., 2008; Das et al., 2010; Hollox and Armour, 
2008). Le cas de DEFB1 est particulièrement intéressant puisque les motifs moléculaires qui 
lui sont associés laissent supposer l’action d’une sélection balancée à long terme (Cagliani et 
al., 2008). 
L’ensemble de ces données montre la diversité des forces évolutives et l’intensité de 
leur action sur les gènes impliqués dans la réponse immunitaire innée. 
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4. Combinaison d’approches génétiques
et moléculaires pour étudier les 
différences de réponse immunitaire 
Nous avons pour l’instant principalement évoqué les variations génétiques touchant les 
séquences codantes. Cependant, le génome humain est principalement constitué de séquences 
intergéniques qui sont entre autres impliquées dans la régulation de l’expression des gènes. Il 
a régulièrement été proposé que cette modulation pourrait avoir joué un rôle majeur dans 
l’adaptation des populations à leur environnement (ENCODE Project Consortium, 2012; 
Grossman et al., 2013; King and Wilson, 1975; Wray, 2007). Dans cette partie, je discuterai 
du contrôle génétique de l’expression des gènes, de la régulation de cette expression par les 
miARN ainsi que d’un exemple particulier, la tuberculose. 
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4.1. Contrôle génétique de l’expression des gènes 
4.1.1. Principe des eQTL et complémentarité avec les GWAS 
Une variation génétique peut faire varier un trait phénotypique si elle est située dans une 
séquence codante, perturbant la séquence d’acides aminés ou induisant un arrêt de sa 
traduction, ou si elle est localisée dans une séquence régulatrice de l’expression génique, 
induisant une variation de la quantité de transcrit. Les analyses d’associations pangénomiques 
que nous avons évoquées dans la section 2 visent à identifier les variations génétiques qui 
participent à la variabilité phénotypique. Seules 9 % des mutations mises en évidence par ces 
approches modifient une séquence protéique (Hindorff et al., 2009). De plus, 43 % des sites 
associés à une variabilité phénotypique sont localisés dans des séquences intergéniques qui 
sont apparues au cours de ces dernières années comme participant à la régulation de 
l’expression des gènes (Schaub et al., 2012). La majorité des sites identifiés par GWAS 
semble donc participer au phénotype via un contrôle de la transcription. 
Les niveaux d’expression génique peuvent servir de phénotype d’étude intermédiaire 
entre un trait complexe observé au niveau de l’organisme et les variations génétiques (Jansen 
and Nap, 2001). De plus, les variations portant sur la régulation de la quantité des transcrits 
sont estimés comme jouant un rôle important dans l’adaptation locale des populations à leur 
environnement (Fraser, 2013). Caractériser la diversité génétique présente dans les régions 
régulatrices et tenter de la corréler à l’expression des séquences codantes revient donc à 
identifier des variations génétiques qui sont impliquées dans la variabilité de phénotypes plus 
complexes et qui peuvent être le fruit d’une adaptation de la population à un environnement 
(Gaffney, 2013). Un marqueur génétique de la quantité d’un transcrit est appelé eQTL de 
l’anglais expression Quantitative Trait Loci. Les sites identifiés par GWAS ont 
significativement plus de chance d’être associés à des différences d’expression génétique que 
ce qui est attendu par hasard (Nica et al., 2010; Nicolae et al., 2010). La cartographie d’eQTL 
se révèle donc complémentaire des GWAS dans le but d’identifier les causes génétiques des 
variabilités de phénotypes complexes. 
Les cartographies d’eQTL ont l’avantage de requérir une cohorte moins importante 
que les GWAS (~50-200 individus non apparentés) pour avoir un pouvoir de détection de 
l’association suffisant. Leur efficacité à établir un lien entre génotype et phénotype 
moléculaire dépend aussi du nombre de transcrits dont l’expression est mesurée. Le 
développement des puces d’expression et, plus récemment, des techniques de séquençage des 
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ARN, a donc été une étape critique pour leur réalisation et permettent aujourd’hui d’obtenir 
des résultats particulièrement détaillés et non biaisés lors de l’utilisation des techniques de 
séquençage. De la même manière, l’amélioration constante des techniques de séquençage du 
génome permet d’identifier de plus en plus de variations génétiques, augmentant la résolution 
de la cartographie des eQTL. 
4.1.2. Organisation génomique des eQTL 
Au cours des dernières années, de nombreuses cartographies d’eQTL ont été réalisées dans 
différentes populations humaines (par exemple Lappalainen et al., 2013; Pickrell et al., 2010; 
Stranger et al., 2012) 
Les eQTL peuvent être situés à différentes distances des gènes. Ils peuvent être 
proximaux et agir en cis ou être distaux et agir en trans. Les signaux d’associations les plus 
forts ont souvent été localisés à proximité du site d’initiation de la transcription (Montgomery 
and Dermitzakis, 2011). Ces résultats suggèrent que les régions génomiques proches des 
gènes tels que le promoteur et les sites de fixation des facteurs de transcription ont un effet 
particulièrement fort sur l’expression des gènes. Cependant, l’étendue de la cartographie des 
trans-eQTL requiert des corrections contraignantes, ce qui pourrait laisser supposer une 
potentielle perte de signal expliquée par la nécessité de la maitrise du nombre de faux 
résultats positifs du test. Par exemple, la recherche de trans-eQTL dans le cadre de 
l’immunité n’a permis de détecter que deux sites, chacun contrôlant l’expression de 
nombreux transcrits, qui seraient d’importants régulateurs de la quantité de transcrits dans les 
cellules (Fairfax et al., 2014, 2012). De plus, alors que les cis-eQTL ont un effet fort sur 
l’expression du gène dont ils sont proches, il a été proposé que les trans-eQTL ont, eux, un 
effet plus modeste sur l’abondance des ARNm, ce qui laisse supposer un rôle biologique plus 
important que ce qui est aujourd’hui démontré pour cette classe d’association génotype-
phénotype (Gilad et al., 2008; Majewski and Pastinen, 2011; Montgomery and Dermitzakis, 
2011). 
L’influence de certains trans-eQTL sur un grand nombre de transcrits peut mener à 
l’identification de voies de signalisation grâce à une approche non biaisée par le choix de 
candidats d’étude. Ainsi, il a récemment été démontré qu’un locus lié à l’expression de 
nombreux gènes impliqués dans la réponse à l’interféron dans le cadre du lupus érythémateux 
disséminé était aussi corrélé à l’expression du facteur de transcription IKZF1 (Westra et al., 
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2013). Les gènes régulés en trans par ce SNP se sont révélés enrichis en séquences servant à 
la fixation d’IKZF1, permettant de lever le voile sur le rôle de ce facteur de transcription dans 
la maladie systémique auto-immune étudiée. De nombreux autres trans-eQTL ont été 
identifiés dans la région génomique contenant les gènes codant pour le CMH (Fairfax et al., 
2014, 2012; Fehrmann et al., 2011; Westra et al., 2013). Ces locus ont été associés à des 
différences d’expression du CMH-II dans des contextes particuliers (Fairfax et al., 2014), 
soulignant l’importance de l’effet de l’environnement sur ces associations. 
4.1.3. eQTL et identification d’interactions entre gènes et environnement 
Les phénotypes complexes résultent de l’interaction de nombreux facteurs génétiques et 
environnementaux. Cette complexité rend une étude globale impossible, ou tout du moins 
peu puissante. En revanche, réduire l’analyse à des approches cellulaires permet de mieux 
comprendre l’interaction entre les facteurs extérieurs et les variations génétiques impliquées 
dans les phénotypes non mendéliens (Dermitzakis, 2012; Idaghdour and Awadalla, 2012; 
Maranville et al., 2012). La cartographie d’eQTL permet d’atteindre ce niveau de détails. Des 
études récentes ayant utilisé différentes approches ont ainsi montré qu’une même variation 
génétique pouvait avoir des conséquences différentes sur l’expression de certains gènes en 
fonction de l’état d’activation de la cellule (Figure 10, Barreiro et al., 2012; Dombroski et al., 
2010; Fairfax et al., 2014; Gargalovic et al., 2006; Lee et al., 2014; Maranville et al., 2011; 
Romanoski et al., 2010; Smirnov et al., 2009; Smith and Kruglyak, 2008), identifiant des 
eQTL de réponse. Les travaux réalisés chez l’Homme ont identifié des eQTL de réponse 
corrélés à l’expression de gènes suite à la stimulation de différents types cellulaires par des 
facteurs variés. Deux études ont à ce jour utilisé une stimulation des cellules par un agent 
infectieux, permettant d’identifier des facteurs génétiques impliqués dans les différences 
interindividuelles de réponses immunitaires (Barreiro et al., 2012; Lee et al., 2014). De telles 
stratégies d’étude permettent donc d’avoir une vue plus détaillée du contrôle génétique de 
l’expression des gènes, qui peut se faire dans un contexte environnemental particulier 
uniquement ou qui peut varier en fonction des facteurs externes à la cellule. Les SNP 
contrôlant l’abondance de transcrits et dont l’effet dépend de facteurs environnementaux se 
sont montré enrichis en locus liés à un risque de maladies infectieuses dans deux analyses 
(Barreiro et al., 2012; Fairfax et al., 2014). Cela traduit une fois de plus l’importance de la 
régulation de l’expression des gènes dans le devenir de l’infection et la susceptibilité aux 
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Figure 10. Régulation génétique de l’expression génique. 
Pas d’eQTL : aucune association n’est retrouvée entre le génotype à un site donné et 
l’expression du gène. eQTL : l’expression du gène est corrélée au génotype au SNP 
considéré. eQTL de réponse : alors qu’aucune association entre génotype et expression 
génique n’est observée dans les cellules non stimulées (gris),  on observe une corrélation 
entre génotype et phénotype suite à l’activation des cellules par un facteur extérieur (par 
exemple l’infection, en bleu). 
maladies infectieuses. Si nous avons pour l’instant discuté du contrôle génétique de cette 
expression, il parait aussi d’intérêt de considérer les transcrits impliqués dans la régulation de 
la quantité des ARNm.  
4.2. Les miARN, régulateurs de l’expression des gènes 
Ces dernières années, les progrès faits dans l’identification et la quantification des ARN ont 
abouti à la découverte de nombreux transcrits non-codants régulant l’expression des gènes. 
Les plus célèbres de ces ARN sont sans conteste les microARN (miARN) qui sont les plus 
abondants des ARN régulateurs chez les eucaryotes supérieurs. Ces séquences sont très 
courtes (~22nt) et participent à la répression de la production des protéines par un mécanisme 
de régulation post-transcriptionnelle. 
4.2.1. Identification des miARN 
Le premier miARN a été identifié chez des larves du nématode Caenorhabditis elegans (Lee 
et al., 1993). Lors du développement larvaire, le gène lin-14 joue un rôle capital pendant le 
stade L1 mais son expression doit être réprimée pour permettre la poursuite du cycle. Le gène 
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lin-4 code pour un inhibiteur spécifique de l’expression de lin-14 au cours de la transition L1-
L2. Ce gène de 693 pb ne possède pas de phase ouverte de lecture. Le transcrit ainsi produit 
est non-codant. Il existe deux formes de lin-4 dans la cellule : une longue, faisant 61 nt, et 
une courte qui ne fait que 21 nucléotides. Lin-4L présente une structure secondaire 
particulière, en forme d’épingle à cheveux, alors que lin-4S contient des séquences 
complémentaires de sept motifs nucléotidiques présents dans le 3’ UTR de lin-14, suggérant 
que la fixation de cette courte séquence sur le transcrit de lin-14 induit une répression de 
l’expression de la protéine correspondante. Il a ensuite fallu attendre sept ans pour qu’un 
autre gène codant pour un petit transcrit ayant des propriétés similaires soit identifié. En 
2000, une étude a montré que let-7 dont l’expression est contrôlée au cours du 
développement du nématode  code pour un petit ARN de 21 nt qui inhibe l’accumulation des 
protéines LIN-41 et LIN-42 au cours de la transition entre le stade larvaire L4 et le stade 
adulte (Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000). Le modèle de régulation de l’expression des 
gènes ainsi mis en évidence a été généralisé et des séquences homologues à let-7 ont été 
identifiées chez toutes les espèces d’invertébrés et de vertébrés à symétrie bilatérale étudiées. 
Cette forte conservation suggère un rôle fonctionnel particulièrement important de cet ARN 
non-codant. 
Par la suite, les premiers balayages systématiques ont été réalisés pour identifier 
d’autres miARN. Malgré les limites techniques du séquençage de type Sanger, des centaines 
de ces séquences ont été mises en évidence chez les vers, les mouches et les mammifères, 
montrant que ces petites séquences régulatrices étaient beaucoup plus présentes que ce qui 
était précédemment estimé (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001; Lee and Ambros, 
2001). Afin de contourner les limites techniques imposées par le clonage et le séquençage de 
séquences, des outils informatiques visant à scanner les génomes dans le but de trouver des 
séquences codantes dont les transcrits présentent les caractéristiques des miARN ont été 
largement développées. Ces méthodes s’appuient sur plusieurs principes, notamment sur la 
conservation de séquence et la présence d’un transcrit précurseur présentant une structure 
secondaire en forme d’épingle à cheveux (Figure 11, (Grad et al., 2003; Lai et al., 2003). 
Cependant, ces analyses informatiques ont montré leurs limites avec l’identification de très 
nombreuses régions génomiques qui correspondent aux critères recherchés mais ne sont 
malheureusement pas transcrites. Le développement des techniques de séquençage à très haut 
débit permettant notamment de cibler les ARN ont modifié la donne. En effet, ces analyses 
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Figure 11. Structure des précurseurs de miARN. 
Adapté de Quach et al. (2009). La structure secondaire caractéristique en forme d’épingle à 
cheveux contient le précurseur du miARN ainsi que les séquences avoisinantes qui forment 
la base de la tige. Le pre-miARN est composé d’un duplex imparfait entre les deux miARN 
matures 5p et 3p, de la région adjacente de la tige et d’une boucle terminale. La désignation 
des deux miARN se fait en fonction de la proximité des extrémités de la tige (« 5p » ou 
« 3p ») et remplace les annotations antérieures de formes mature (miR) et complémentaire 
(miR*).  
ont permis de mesurer l’abondance de petits transcrits de manière non biaisée dont les 
propriétés inférées par études informatiques se rapprochent de celles des miARN.  
4.2.2. Base de données et nomenclature 
L’identification d’un très grand nombre de séquences correspondant à des miARN a 
rapidement mené à la nécessité d’établir une nomenclature unifiée ainsi qu’une  base de 
données recensant l’ensemble des transcrits ainsi mis en évidence. Ces besoins ont mené à la 
création de miRBase (Griffiths-Jones et al., 2008) qui est un répertoire de toutes les 
séquences de miARN décrites dans la littérature (1881 séquences chez l’Homme dans la 
version la plus récente) et qui établit des critères à suivre pour identifier, annoter et classifier 
les miARN (Ambros et al., 2003). Concernant la nomenclature, le préfixe « miR- » est utilisé 
pour toutes les séquences. Il est suivi d’un nombre et parfois d’une lettre lorsque plusieurs 
gènes ont des séquences excessivement proches (miR-29a et miR-29b par exemple). Un 
chiffre peut ensuite être utilisé si deux séquences codantes localisées dans des régions 
génomiques distinctes mènent à la production du même transcrit (miR-29b-1 et miR-29b-2 
par exemple). Finalement, un miARN peut provenir d’un bras ou l’autre du précurseur. Une 
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ancienne nomenclature parlait de miARN mature et de la forme étoile, qui référait au miARN 
du bras opposé. Cette distinction se basait sur l’abondance relative de chacun des deux 
transcrits, la forme étoile étant moins présente que la forme dominante. Cependant, ces 
notions de forme majoritaire ont au fur et à mesure été mises en question et dans un souci 
d’harmonisation il convient maintenant de parler de formes « 3p » ou « 5p » (miR-29-b1-3p 
par exemple). 
4.2.3. Biogénèse des miARN 
4.2.3.1. Voie canonique 
Le contexte génomique dans lequel se situent les miARN peut être très variable. Les 
miroARN canoniques sont transcrits par l’ARN Polymérase II puisqu’ils sont localisés dans 
des régions intergéniques ou dans les introns d’autres gènes (Lee et al., 2004). Un transcrit 
primaire (pri-miARN) qui peut contenir une (mono-) ou plusieurs miARN en forme 
d’épingles à cheveux (poly- cicstronique) est alors synthétisé. Si certains miARN transcrits 
en même temps partagent des similarités de séquence ou de fonctions (miR-212-3p et miR-
132-3p sont par exemple prédits comme ciblant les mêmes ARNm chez l’Homme, Wanet et 
al., 2012), cette propriété n’est pas une généralité.  
Les promoteurs utilisés pour l’expression des miARN ne sont pas forcément connus. 
C’est d’autant plus le cas pour les miARN intergéniques. Cependant, des études d’expression 
de ces gènes particuliers ont montré que les quantités de transcrits de miARN localisés à 
moins de 50kb les uns des autres sont corrélées, suggérant qu’ils sont transcrits ensemble 
sous forme polycistronique (Baskerville and Bartel, 2005). Près de la moitié des miARN sont 
localisés dans des introns. L’expression d’une partie d’entre eux est corrélée avec celle des 
gènes dans lesquels ils sont situés (Baskerville and Bartel, 2005; Rodriguez et al., 2004), 
illustrant une co-transcription. Cependant, nombre d’études ont remis ce modèle en question 
et suggèrent plutôt que les miARN introniques ont leur propre promoteur (Martinez et al., 
2008; Parts et al., 2012).  
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Figure 12. Synthèse des miARN et régulation post-transcriptionnelle des ARNm. 
Tiré de Rottiers and Näär (2012). Le précurseur de miARN est produit dans le noyau par voie 
dépendant ou non de Drosha. Une fois exporté dans le cytoplasme, il est clivé par Dicer. Le 
duplex ainsi obtenu contient deux miARN. Un des brins du complexe sera préférentiellement 
chargé dans le complexe miRISC et guidera la régulation de la quantité des ARNm cibles par 
inhibition de la traduction et/ou dégradation du transcrit. 
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Le pri-miARN ainsi synthétisé va subir deux clivages successifs par des ribonucéases 
de type III. La première à agir est DROSHA, qui reconnaît les ARN double-brins nucléaires 
et qui clive le pri-miARN en un produit d’environ 70-80 nt appelé « précurseur » ou pre-
miARN (Figure 12, Lee et al., 2003). Cet intermédiaire est replié en une structure secondaire 
en tige-boucle dont l’extrémité 5’ porte un phosphate alors que les deux derniers nucléotides 
de l’extrémité 3’ sont libres, non appariés à des bases complémentaires (Figure 11). L’action 
spécifique de DROSHA nécessite l’intervention d’un autre facteur moléculaire, DGCR8, qui 
permet d’obtenir un clivage à une position stable des pri-miARN malgré la diversité de 
formes qu’ils peuvent prendre (Han et al., 2006). Le pre-miARN est ensuite exporté du noyau 
vers le cytoplasme par la protéine XPO5 (Exportin-5) où il est reconnu et pris en charge par 
DICER (Figure 12). Cette endoribunucléase clive la boucle du pre-miARN pour aboutir à 
l’obtention d’un complexe formé par deux séquences de 22 nt imparfaitement 
complémentaires, le miARN 3p et le miARN 5p (Hutvágner et al., 2001; Ketting et al., 2001; 
Park et al., 2011).  
4.2.3.2. Voie de synthèse alternative 
De plus en plus de miARN sont décrits comme étant produits d’une manière différente de 
celle que nous venons d’évoquer. Ces miARN sont issus de la transcription de certains gènes 
ne codant pas pour des protéines et des éléments transposables. L’une de leur particularité est 
qu’ils n’ont pas nécessairement besoin d’être clivés par DROSHA. Même si des preuves de la 
fonctionnalité de ces séquences s’accumulent, leur mise en évidence et surtout leur validation 
est difficile, ce qui explique certainement en partie pourquoi cette voie de synthèse 
alternative semble largement minoritaire. Une autre voie plus utilisée est celle suivie par les 
miARN qui sont localisés dans des introns qui prennent une structure secondaire de tige-
boucle lors de l’épissage des exons, structure qui est semblable à celle d’un pre-miARN. Ces 
transcrits n’ont donc pas besoin d’être clivés par DROSHA (Figure 12). Ils sont appelés 
mirtrons et ont été largement décrits dans le monde vivant  (Berezikov et al., 2007; Okamura 
et al., 2007; Ruby et al., 2007). 
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4.2.4. Répression de l’expression des gènes 
Mis à part un nombre particulièrement restreint d’exceptions (Vasudevan et al., 2007), les 
miARN répriment l’expression génique avec des effets modestes sur la quantité finale de 
protéine (Bartel and Chen, 2004). Ces transcrits servent donc à la modulation fine, précise de 
l’expression des gènes. Une fois le second clivage effectué par DICER, le duplexe de miARN 
est séparé et un des brins est chargé dans le RNA-induced silencing complex (le complexe 
RISC) composé de plusieurs acteurs protéiques dont un des membres de la famille des 
protéines Argonaut (AGO) (Figure 12, Peters and Meister, 2007). Chez l’Homme, il 
semblerait qu’AGO2 soit le membre de cette famille protéique le plus utilisé dans la 
formation du complexe RISC (Meister et al., 2004). Cependant, les autres protéines 
Argonaute sont aussi associées à une répression de la traduction médiée par les miARN. La 
manière dont sont discriminés les miARN simple brin lors du chargement du complexe RISC 
reste relativement floue. Il a dans un premier temps été proposé qu’une différence 
d’expression pourrait être la cause principale de cette distinction (Schwarz et al., 2003). Le 
brin non chargé pourrait être moins stable, donc rapidement dégradé, ce qui explique qu’il ne 
soit pas retrouvé dans les complexes miARN-RISC (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 
2003). Cependant, des données montrant que les deux bras peuvent être retrouvés en 
proportions stœchiométriques remettent cette hypothèse en cause (Lagos-Quintana et al., 
2002). Les techniques de séquençage actuelles permettent de mieux apprécier les quantités 
relatives de chacun des bras du complexe miARN et ont notamment permis de montrer que la 
forme dominante pouvait changer en fonction des tissus ou des stades du développement 
(Chang et al., 2012; Chiang et al., 2010; Cloonan et al., 2011; Li et al., 2012). Qui plus est, 
cela traduit une dynamique de l’expression et de la fonctionnalité des miARN qui était 
jusque-là insoupçonnée. 
La reconnaissance de l’ARNm ciblé se fait par complémentarité de séquence entre les 
nucléotides 2 à 8 de la partie 5’ du miARN, appelée seed sequence, et des séquences de 
l’ARNm ciblé. Les sites de fixation des miARN se trouvent principalement dans la partie 3’ 
des transcrits cibles mais il a récemment été montré que d’autres régions localisées dans la 
partie 5’ voire dans les régions codantes pouvaient servir à la régulation de la traduction des 
ARNm par les miARN même si elles semblent moins efficaces dans ces deux derniers cas 
(Grimson et al., 2007; Lytle et al., 2007; Schnall-Levin et al., 2010). 
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Si la complémentarité entre le miARN et le site de fixation est parfaite, l’activité 
endonucléase de la protéine AGO engendre le clivage et la dégradation de l’ARNm ciblé. 
C’est le mécanisme mis en jeu lors de la régulation de l’expression de HOXB8 par miR-196 
(Yekta et al., 2004). Cependant, les cas de complémentarité parfaite sont relativement rares 
dans le monde animal. Malgré tout, de nombreuses études ont rapporté une corrélation 
négative entre l’expression des miARN et de leurs ARNm cibles (voir par exemple Wang and 
Li, 2009). De plus, les nombreuses études ayant utilisé des outils moléculaires pour perturber 
artificiellement la quantité d’un miARN donné dans les cellules montrent des conséquences 
sur l’abondance de transcrits présentant des sites de fixation de ce miARN particulier 
(Krützfeldt et al., 2005; Lim et al., 2005). Il semblerait donc que la régulation post-
transcritpionnelle de l’expression des gènes exercée par cette classe de petits ARN soit le 
principal mécanisme d’action chez les mammifères (Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008). 
Plutôt qu’un clivage par AGO-2, la déstabilisation de l’ARNm mise en jeu en cas 
d’appariement imparfait impliquerait des mécanismes de déadénylation, de « décoiffage » 5’ 
et d’une dégradation 5’ -> 3’ qui sont à l’origine de la voie de recyclage des transcrits 
(Eulalio et al., 2009a; Huntzinger and Izaurralde, 2011). 
Un autre mécanisme de régulation de la production des protéines par les miARN est 
une répression de la traduction. Cette notion a été formulée très tôt puisque l’expression de 
lin-4, dont nous avons parlé plus tôt, n’influence pas la quantité de transcrits lin-14 et lin-18 
(Olsen and Ambros, 1999). Cette inhibition peut se faire au niveau de l’initiation, 
l’élongation ou de la terminaison de la traduction. Il est aussi possible d’avoir une inhibition 
co-traductionnelle (Filipowicz et al., 2008). Le premier processus semble être le plus répandu 
et impliquerait la protéine GW182 (Eulalio et al., 2009b, 2008). 
4.2.5. Les miARN et la réponse immunitaire 
Les miARN sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires, du développement à 
l’apoptose en passant par la différenciation cellulaire et la réponse à des stimulations externes 
(Ambros, 2004). La forte conservation de la séquence participant à la reconnaissance des 
ARNm montre que leur rôle de régulateurs post-transcriptionnels de l’expression des gènes 
est capital pour la cellule (Quach et al., 2009). 
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Parmi les fonctions associées aux miARN, leur implication dans les réponses mises en 
place suite à l’infection par des pathogènes est de mieux en mieux décrite (Lodish et al., 
2008; O’Connell et al., 2012, 2010). Ces transcrits ont été démontrés comme régulant 
l’expression de nombreux gènes au cours de la réponse immunitaire innée ainsi qu’adaptative 
et leur rôle dans le développement des cellules immunitaires et la modulation de l’intensité 
des réponses inflammatoires a été particulièrement étudié au cours de ces dernières années 
(Chen et al., 1995; Johnnidis et al., 2008; O’Connell et al., 2012). Pour se restreindre à 
l’immunité innée, de nombreux miARN ont été décrits dans le cadre de la régulation de 
diverses voies de signalisation, que ce soit directement au niveau de l’expression des 
récepteurs tels que les RLR, les TLR (Figure 13) ou les NLR (He et al., 2014; Li and Shi, 
Figure 13. Régulation de la voie de signalisation impliquant les TLR par les miARN. 
Tiré de He et al. (2014). Les miARN régulent la voie TLR à différents niveaux, des 
récepteurs aux molécules effectrices.  
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2013; O’Neill et al., 2011), au niveau de l’expression des molécules de transduction du signal 
ou au niveau de la production d’effecteurs de la réponse immunitaire (Taganov et al., 2006).  
La première étude portant sur l’expression des miARN dans le cadre d’une réponse de 
cellules immunitaires à une stimulation a ainsi montré l’induction de trois transcrits, miR-
155, miR-146a et miR-132 dans les monocytes suite à leur activation par le 
lipopolysaccharide (LPS) (Taganov et al., 2006). Ces miARN sont non seulement induits par 
la voie de signalisation en aval de TLR4 mais sont aussi eux-mêmes impliqués dans la 
régulation de cette voie à différents niveaux. Par exemple, miR-155 inhibe l’expression de 
MYD88 qui est l’une des premières molécules activées suite à la stimulation des TLR 
localisés à la membrane cytoplasmique, ainsi que celle de TAB2, IKBKE et FADD qui sont 
en aval de la voie de signalisation mise en jeu (Figure 13). 
D’autres données suggèrent aussi que les miARN peuvent être utilisés comme 
mécanisme de défense des cellules immunitaires. Par exemple, miR-32 se fixe sur la partie 3’ 
de plusieurs ARNm produits par le rétrovirus PFV1 (Primate Foamy Virus type 1), 
participant à l’inhibition de la réplication de ce pathogène (Lecellier et al., 2005). De la 
même façon, plusieurs miARN dont l’expression est induite par l’IFNβ montrent une 
complémentarité de séquence presque parfaite avec des sites présents dans le génome du 
virus de l’hépatite C et participent à la réponse antivirale des cellules (Pedersen et al., 2007) 
alors que l’expression de miARN favorables à la réplication du virus est, elle, inhibée 
(Jopling, 2012; Jopling et al., 2005; Pedersen et al., 2007). L’ensemble de ces résultats 
montre que les miARN sont non seulement des produits de la réponse immunitaire mais 
participent activement, largement et de façon concertée avec d’autres processus cellulaires 
aux défenses mises en place suite à une stimulation par des agents pathogènes. 
4.3. Différences de réponses immunitaires et tuberculose 
4.3.1. Données épidémiologiques 
4.3.1.1. Données historiques 
La tuberculose n’est pas une maladie ayant touché l’espèce humaine récemment. Les 
premiers cas de tuberculose qu’il a été possible d’identifier remontent à 7000 ans avant JC en 
Europe et au Moyen-Orient. Cette datation a été réalisée à partir de l’étude de squelettes du 
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Néolithique qui présentaient des signes de spondylodiscite causée par le bacille de la 
tuberculose, aussi appelé Mal de Pott, ainsi que par des rapports retrouvés sur des tablettes 
assyriennes (Haas and Haas, 1996; Hershkovitz et al., 2008). D’autres données suggèrent que 
les premières infections pourraient même pré-dater la révolution néolithique (Roberts et al., 
2009). Cependant, les premières  épidémies ont touché l’espèce humaine à partir du XVIème 
siècle et ont atteint leur paroxysme au début du XIXème siècle, favorisées par les conditions 
sanitaires déplorables, la surpopulation et la révolution industrielle (Haas and Haas, 1996). 
L’amélioration des conditions d’hygiène, la découverte de la souche BCG suivie de son 
utilisation comme vaccin dès les années 1920 (Calmette et al., 1925) et l’introduction des 
chimiothérapies comme traitement ont permis de réduire l’incidence de la maladie au cours 
du XXème siècle (Haas and Haas, 1996).  
4.3.1.2. Données actuelles 
Malgré les progrès réalisés en termes de dépistage et de traitement, la tuberculose reste un 
problème de santé publique majeur à travers le monde. Le principal agent de la tuberculose, 
Mycobacterium tuberculosis (MTB), est responsable du développement d’une forme active 
de la maladie chez 9 millions d’individus par an et de la mort de près de 1,5 millions de 
personnes chaque année, ce qui en fait le deuxième agent infectieux le plus meurtrier derrière 
le VIH. 85 % des cas de tuberculose sont localisés en Afrique et en Asie. Les conditions 
sanitaires parfois désastreuses et la malnutrition font partie des facteurs environnementaux 
qui participent à la propagation de la maladie (Hargreaves et al., 2011; Lönnroth et al., 2009). 
Il existe une forte relation entre l’immunodéficience causée par l’infection par le VIH et la 
tuberculose. L’inertie entre ces deux maladies infectieuses est particulièrement 
préoccupante : au moins un tiers des personnes vivant avec le VIH sont infectées par MTB 
même s’ils ne présentent pas systématiquement des symptômes et près de 25 % des décès de 
patients infectés par le VIH sont dus à la tuberculose (World Health Organization, 2014). Les 
deux pathogènes accélèrent mutuellement leur progression et un individu immunodéprimé 
présente 29 à 31 fois plus de chances de développer une forme active et évolutive de la 
tuberculose qu’une personne non infectée par le VIH (World Health Organization, 2014). 
L’autre principal problème lié à la tuberculose est la recrudescence de souches 
multirésistantes et ultrarésistantes, qui, respectivement, ne sont pas sensibles aux principaux 
traitements médicamenteux prescrits et qui ne répondent qu’à un nombre encore plus restreint 
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de médicaments. 480 000 cas de tuberculose multirésistante ont ainsi été recensés en 2013 
chez des patients présentant une forme active de tuberculose pulmonaire, dont 9 % étaient 
probablement des souches ultrarésistantes (World Health Organization, 2014).  
4.3.2. Génétique des différences de susceptibilité à la tuberculose 
De nombreux facteurs environnementaux vont influencer l’infection et/ou le développement 
de la maladie. Cependant, malgré une prévalence élevée de la tuberculose, seules 5 à 10 % 
des personnes infectées vont développer des symptômes cliniques signes d’une forme active 
de la maladie infectieuse (World Health Organization, 2014). De plus, le taux de mortalité lié 
à la tuberculose n’est pas le même en fonction de l’âge des patients. La courbe de mortalité a 
une forme particulière en U, traduisant une forte mortalité aux âges extrêmes qui est moindre 
aux âges intermédiaires. Cela peut être expliqué par les primo-infections et la réactivation de 
la maladie ou des infections secondaires (Alcaïs et al., 2010, 2005). De plus, cela reflète 
différents mécanismes de susceptibilité (Alcaïs et al., 2005). Une différence de susceptibilité 
très importante peut être observée entre diverses populations humaines (Hoeppner and 
Marciniuk, 2000; Sousa et al., 1997), expliquée par les exposition passées des populations à 
MTB. Enfin, des études réalisées sur des jumeaux ont montré dès la seconde moitié du 
XXème siècle que la susceptibilité à la tuberculose avait aussi des bases génétiques, 
héréditaires (Comstock, 1978). De nombreuses études ont par la suite identifié certains gènes 
participant à la réponse à l’infection par MTB et pouvant expliquer une partie des différences 
de susceptibilité interindividuelles observées (Fortin et al., 2007). Cette susceptibilité a été 
décrite chez l’homme comme pouvant être mendélienne ou complexe, impliquant des 
variants effets, pénétrances et fréquences alléliques très divers (Abel and Casanova, 2000; 
Alcaïs et al., 2005; Casanova and Abel, 2002). 
4.3.2.1. Susceptibilité mendélienne à la tuberculose 
Comme nous l’avons précédemment évoqué au cours de cette introduction, les 
immunodéficiences primaires prédisposent les patients qui en sont atteints à certaines 
maladies infectieuses. On retrouve donc des IP associées à la tuberculose. Les individus 
présentant de tels troubles de la réponse immunitaire sont prédisposés aux infections par des 
souches mycobactériennes peu virulentes telles que la souche vaccinale BCG ainsi qu’à 
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d’autres pathogènes comme Salmonella et certains virus (Casanova and Abel, 2002; van de 
Vosse et al., 2013; Zhang et al., 2008). On parle alors de prédisposition mendélienne aux 
maladies mycobactériennes ou MSMD (pour Mendelian Susceptibility to Mycobacterial 
Diseases). Neuf gènes associés aux MSMD ont été identifiées : NEMO (Filipe-Santos et al., 
2006) et CYBB (Bustamante et al., 2011) sont localisés sur le chromosome X et IFNGR1 
(Jouanguy et al., 1996; Newport et al., 1996), IFNGR2 (Vogt et al., 2008, 2005), STAT1 
(Dupuis et al., 2001), IL12B (Altare et al., 1998b), IL12RB1 (pour lequel plus de 70 
mutations ont été trouvées) (Altare et al., 1998a; de Jong et al., 1998), IRF8 (Hambleton et 
al., 2011) et ISG15 (Bogunovic et al., 2012) sont localisés sur des autosomes (pour une revue 
des données immunologiques, génétiques et cliniques des MSMD, se référer à Bustamante et 
al., 2014). On estime que 45 % des jeunes patients développant une tuberculose miliaire (plus 
connue sous le nom de « tuberculose disséminée ») présentent une MSMD. On peut noter de 
manière particulièrement intéressante que l’ensemble des protéines codées par ces gènes sont 
impliquées dans la voie de signalisation IL-12-IL-23-IFNγ qui est particulièrement 
importante pour la communication entre les monocytes, macrophages ou cellules dendritiques 
d’un côté et lymphocytes T ou cellules NK de l’autre, menant à la différentiation des 
lymphocytes T naïfs en lymphocytes auxiliaires de type 1 (Figure 14, Chapman and Hill, 
2012). L’implication de ces gènes dans la MSMD montre l’importance de cette voie de 
signalisation dans la réponse à l’infection par les mycobactéries. Des mutations dans les 
gènes IL12RB1 et IFNGR1 ont aussi été identifiées dans des cas de tuberculose à l’âge adulte 
(Alcaïs et al., 2005; Tabarsi et al., 2011), suggérant que les variations génétiques peuvent 
parfois avoir une pénétrance incomplète et participer à une susceptibilité complexe. 
4.3.2.2. Susceptibilité non mendélienne à la tuberculose 
Les approches de liaison pangénomique ou d’association concentrée sur des gènes candidats 
ont été les principales utilisées pour mettre en évidence les facteurs génétiques sous-jacents à 
la susceptibilité complexe à la tuberculose. Les résultats des études de liaison se sont révélés 
assez limités, ne permettant d’identifier qu’un faible nombre de sites (Möller and Hoal, 
2010). Parmi les régions trouvées, un locus situé en 8q12-q13 fut par la suite étudié plus en 
détail. Il a ainsi été possible d’associer un variant génétique du gène CYP7A1 à la 
susceptibilité à la tuberculose dans la population marocaine (Baghdadi et al., 2006; Qrafli et 
al., 2014). Des approches gènes-candidats ont aussi été menées et ont mis en évidence un 
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grand nombre de gènes impliqués dans la susceptibilité ou la résistance à la tuberculose 
(Fortin et al., 2007; Möller and Hoal, 2010). La première association ainsi établie, impliquant 
le gène NRAMP1 dans des populations d’Afrique de l’Ouest, a par la suite été répliquée et 
étudiée à de nombreuses reprises (Bellamy et al., 1998; Möller and Hoal, 2010). D’autres 
associations ont pu être faites avec des gènes dont les protéines ont des fonctions 
moléculaires vairées, tels que les récepteurs CD209, TLR8 et le récepteur à la vitamine D 
ainsi que la molécule de transduction du signal STAT4 (Barreiro et al., 2006; Davila et al., 
2008; Sabri et al., 2014; Wilkinson et al., 2000). 
Une autre méthode d’investigation des causes génétiques de la susceptibilité à une 
maladie infectieuse est de faire une GWAS. La première étude de ce type réalisée sur des 
populations Africaines n’a pu identifier que des associations faibles. Certains des locus 
identifiés au cours de cette étude se trouvent dans la région contenant les gènes codant pour 
le HLA-DQ, un récepteur CMH de classe II (Thye et al., 2010). La meilleure association 
Figure 14. Implication de la voie IL12-IL23-IFNγ dans les MSMD. 
Tiré de Chapman	  and	  Hill	   (2012). Des mutations dans des gènes participant à la synthèse 
d’IFNγ  ou dans la réponse à cet effecteur ont été associées à des MSDM. Ces gènes sont 
indiqués en bleu clair. Il est important de noter que les variations localisées dans TYK2 ont été 
associées à des susceptibilités à un large spectre de maladies infectieuses, dont les infections 
par les mycobactéries. 
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obtenue au cours de cette étude se révéla être une région pauvre en gène (en 18q11.2), 
montrant les limites de ce type d’approche. Par la suite, une autre région génomique fut 
associée à la susceptibilité à la tuberculose (Thye et al., 2012). Cependant, cette étude ne 
permit pas non plus d’identifier un gène dont les fonctions sont liées à la réponse de l’hôte à 
l’infection par les mycobactéries. Ce constat ainsi que la faible reproductibilité des résultats 
de GWAS (Chimusa et al., 2014) montrent les limites de ce type d’approche : d’une part, la 
contribution génétique dans la susceptibilité à la tuberculose semble varier en fonction des 
populations étudiées, d’autre part, elles n’ont pour l’instant permis de formellement identifier 
un mécanisme moléculaire à l’origine des différences de susceptibilité à cette maladie 
infectieuse que dans de très rares cas. Très récemment, une étude d’association 
pangénomique a associé des variations génétiques présentes dans les introns du gène ASAP1 
à la prédisposition à l’infection par MTB (Curtis et al., 2015). Un de ces SNP, rs10956514, 
induit une réduction de l’expression du gène dans les cellules dendritiques suite à l’infection 
par MTB. Des études ex vivo ont révélé que les cellules dendritiques n’exprimant pas ASAP1 
présentaient des défauts de dégradation de la matrice extracellulaire couplés à des défauts de 
migration, proposant de façon particulièrement robuste un processus cellulaire 
potentiellement associé à la prédisposition à la tuberculose. 
4.3.2.3. Approche transcriptomique de la susceptibilité à la tuberculose 
Comme nous venons de l’évoquer, les études pangénomiques ont permis d’identifier des 
variants ségrégant dans la population associés à des phénotypes complexes mais ne 
fournissent que peu d’informations sur les mécanismes causaux. De plus en plus de données 
suggèrent que les variations non-codantes jouent un rôle important dans l’obtention d’un 
phénotype final via la régulation de l’expression des gènes (Dermitzakis, 2008). Par exemple, 
certains polymorphismes identifiés par analyses de gènes candidats sont localisés dans des 
promoteurs, comme dans le cas de MCP1 (Flores-Villanueva et al., 2005; Thye et al., 2009), 
suggérant que des variations de l’expression de gènes pourrait mener à une meilleure 
appréhension des différences de réponse à l’infection par MTB. Une étude se basant sur cette 
hypothèse à récemment été conduite dans le but d’identifier les différences interindividuelles 
de réponses transcriptionnelles des cellules dendritiques suite à l’infection par MTB et 
d’identifier les facteurs génétiques qui sont à la base de ces dissemblances. Cette analyse a 
identifié 198 locus associés à des différences d’abondance de transcrits suite à la stimulation 
75
des cellules dendritiques par le pathogène, locus qui se sont révélés enrichis en SNP 
précédemment liés à des différences de susceptibilité à la tuberculose par GWAS (Barreiro et 
al., 2012). Cette analyse a permis de proposer un nouveau gène comme impliqué dans la 
réponse à l’infection par MTB et de démontrer la puissance de ce type d’approche pour 
mieux comprendre les différences interindividuelles de susceptibilité aux maladies 
infectieuses. La question de la régulation de l’expression génique et du contrôle génétique 
d’une telle régulation reste cependant en suspens. 
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Objectifs de la thèse 
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Ma thèse s’articule autour de deux axes principaux avec les objectifs suivants : 
1) Étudier les signatures moléculaires des pressions sélectives exercées sur les gènes
impliqués dans l’immunité innée chez l’Homme :
(i) Mettre en évidence l’occurrence et l’intensité de la sélection purificatrice sur 
les gènes de l’immunité innée depuis la divergence entre l’Homme et le 
Chimpanzé, 
(ii) Identifier les gènes impliqués dans la réponse immunitaire immédiate 
présentant des signes d’une participation à l’adaptation des populations 
humaines à leur environnement, 
(iii) Dater l’occurrence des évènements de sélection positive dans ces séquences 
codantes, 
(iv) Estimer la part de la diversité génétique retrouvée dans les gènes de 
l’immunité innée qui résulte d’un flux de gènes provenant de l’Homme de 
Néandertal. 
2) Caractériser la régulation de la réponse des cellules à l’infection exercée par les
miARN ainsi que le contrôle génétique de l’expression de ces transcrits :
(i) Caractériser la variabilité de réponse transcriptionnelle portant sur les miARN 
au cours de l’infection au sein de la population, 
(ii) Identifier les facteurs génétiques associés à l’expression de ces gènes au cours 
de la stimulation infectieuse, 
(iii) Estimer les effets de l’infection sur les réseaux de régulation de la quantité des 
ARNm par les miARN, 
(iv) Caractériser le rôle des miARN dans la régulation des réponses 
transcriptionnelles et protéiques des cellules dendritiques suite à l’infection en 
utilisant miR-29 comme modèle d’étude. 
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1. Evolution des gènes de l’immunité 
innée chez l’Homme 
1.1. Contexte 
Les pathogènes ont été une menace invisible persistante pour l’Homme au cours de son 
évolution. L’immunité innée est la réponse mise en place par l’organisme immédiatement 
après l’infection. Elle consiste en une reconnaissance de motifs divers relativement conservés 
dans de larges familles de micro-organismes qui engendre une réponse cellulaire semi-
spécifique (Medzhitov, 2001). Les gènes codant pour des protéines impliquées dans ce 
processus constituent donc un excellent modèle d’étude permettant de mieux comprendre la 
manière dont les pathogènes ont participé au modelage du génome humain. Comme nous 
l’avons vu dans l’introduction, de nombreuses analyses réalisées ces dernières années ont 
révélé des pressions de sélection variées ayant agi sur différents gènes de l’immunité innée 
(pour une revue des travaux, se référer à (Quintana-Murci and Clark, 2013). Par exemple, 
notre laboratoire a montré dès 2009 que certains récepteurs de type Toll (TLR), localisés dans 
les endosomes, étaient particulièrement conservés entre l’Homme et le Chimpanzé, suggérant 
une importance capitale de ces protéines dans la réponse mise en place suite à l’infection 
(Barreiro et al., 2009). À l’inverse, les TLR localisés à la membrane cytoplasmique sont plus 
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permissifs à l’accumulation de mutations non synonymes, suggérant qu’ils ont des fonctions 
redondantes ou qu’ils ont participé à l’adaptation de l’Homme. L’évolution des gènes 
impliqués dans la réponse immunitaire innée semble donc complexe, résultant de l’action de 
différentes pressions de sélection avec une intensité dépendant de la fonction biologique des 
protéines. 
L’ensemble des études ayant pour but de disséquer l’histoire évolutive de ces gènes 
chez l’Homme ont été basées sur des gènes ou familles de gènes candidats. L’étude la plus 
large n’a été menée que sur les séquences codant pour des molécules impliquées 
spécifiquement dans la réponse antibactérienne. Une approche pangénomique de la manière 
dont la sélection et l’adaptation ont participé à l’évolution des gènes de l’immunité n’a jamais 
été réalisée. De plus, des données récentes indiquent que la diversité génétique observée dans 
l’espèce humaine résulte, en partie, d’un flux génétique d’hommes archaïques. Aucune 
analyse n’a, à ce jour, étudié l’influence que cette acquisition d’allèles Néandertaliens a eu 
sur l’évolution des gènes de l’immunité innée chez l’Homme. 
Notre étude avait donc pour but de mettre à profit les données de séquençage du projet 1000 
Génomes afin d’estimer dans quelle mesure la sélection naturelle avait agi sur l’ensemble des 
gènes impliqués dans l’immunité innée. Dans un premier temps, nous avons souhaité 
identifier des protéines pour lesquelles toute variation est délétère pour l’organisme. Dans un 
second temps, nous avons cherché à mettre en évidence des gènes ayant participé à 
l’adaptation de certaines populations humaines à leur environnement. Enfin, nous avons 
déterminé le rôle qu’a eu le flux de gènes Néanderthaliens dans l’évolution des gènes 
impliqués dans l’immunité innée. 
1.2. Article 
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Abstract  1!
Human genes governing innate immunity provide a valuable tool for the study of the selective 2!
pressure imposed by microorganisms on host genomes. A comprehensive, genome-wide study 3!
of how selective constraints and adaptations have driven the evolution of innate immunity 4!
genes is missing. Using full-genome sequence variation from the 1000 Genomes Project, we 5!
first show that innate immunity genes have globally evolved under stronger purifying 6!
selection than the remainder of protein-coding genes. We identify a gene set under the 7!
strongest selective constraints, mutations in which are likely to predispose individuals to life-8!
threatening disease, as illustrated by STAT1 and TRAF3. We then evaluate the occurrence of 9!
local adaptation, and detect 57 high-scoring signals of positive selection at innate immunity 10!
genes, variation in which has been associated with susceptibility to common infectious or 11!
autoimmune diseases. Furthermore, we show that most adaptations targeting coding variation 12!
have occurred in the last 6,000-13,000 years, the period at which populations shifted from 13!
hunting and gathering to farming. Finally, we show that innate immunity genes present higher 14!
Neanderthal introgression than the remainder of the coding genome. Notably, among the 15!
genes presenting the highest Neanderthal ancestry, we find the TLR6-1-10 cluster, which also 16!
contains functional adaptive variation in Europeans. This study identifies highly constrained 17!
genes that fulfill essential, non-redundant functions in host survival while reveals others that 18!
are more permissive to change — containing variation acquired from archaic hominins or 19!
adaptive variants in specific populations — improving our understanding of the relative 20!
biological importance of innate immunity pathways in natural conditions.  21!
22!
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Introduction 1!
The burden of infectious diseases has been massive throughout human history, particularly 2!
before the advent of hygiene, vaccines, antiseptics, and antibiotics, when human populations 3!
were ravaged by illnesses that resulted in high childhood mortality and short life 4!
expectancy.1,2 In light of this, and given that the human genetic makeup strongly influences an 5!
individual's susceptibility to infectious disease and the resulting clinical outcome,3-5 natural 6!
selection imposed by pathogens is expected to have profoundly affected the patterns of 7!
variability of the human genome.6-10 Indeed, interspecies analyses and within-species studies 8!
in humans have established that purifying and positive selection have been both pervasive 9!
among genes and functions related to immunity and host defense at the genome-wide 10!
level.7,11-17 Furthermore, pathogen pressure is increasingly recognized as the underlying cause 11!
of such selection signatures, with many immunity-related genes presenting patterns of 12!
variation that strongly correlate with pathogen diversity.18-23  13!
Over recent decades, the dissection of the form and intensity of selection in the human 14!
genome has established the value of population genetics as a complement to clinical and 15!
epidemiological genetic studies, in delineating the biological relevance of immunity genes in 16!
natura, and in predicting their involvement in disease.4,6,9,10,24-26 Genes evolving under strong 17!
purifying selection are predicted to be involved in essential mechanisms of host defense, 18!
variation in which should lead to severe disorders.26 This prediction is supported by genome-19!
wide data, as Mendelian disease genes are enriched in signals of purifying selection.11,12,27 20!
Conversely, genes evolving adaptively — through positive or balancing selection (e.g. HBB, 21!
DARC, FUT2, the HLA locus, ABO blood group, TRIM5 genes) — are usually more 22!
permissive to functional variation, which can exert a protective effect against infections.4,6,10,28 23!
These signals of adaptive evolution in immune-related genes tending to be recent and 24!
population-specific further emphasizes the important role of pathogens in local adaptation.  25!
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Besides the occurrence of novel mutations, functional variants transmitted through 1!
admixture can represent another potential source of adaptive variation. Recent data provided 2!
evidence that 1–6% of modern Eurasian genomes were inherited from ancient hominins, such 3!
as Neanderthal or Denisovans,29-31 with specific genomic regions presenting up to 64% of 4!
Neanderthal ancestry.32 Furthermore, in the context of immunity, there is increasing evidence 5!
to suggest that modern humans have acquired advantageous variation through admixture with 6!
ancient hominins,33 as documented by candidate gene approaches for HLA class I genes, 7!
STAT2 or the OAS gene cluster.34-36 8!
Among the two arms that constitute the immune system, innate immunity provides a 9!
valuable model for the study of the selective pressure imposed by microorganisms — 10!
pathogenic and symbiotic — on host genomes.4,37 Innate immunity constitutes the front line 11!
of host defense, and relies on receptors that sense conserved microbial patterns or 12!
molecules.38-40 Following ligand binding, receptors activate signaling pathways that involve 13!
the coordinated action of a diverse array of downstream molecules, including adaptors, 14!
regulators, transcription factors, and effector molecules, all of which are required for the 15!
eradication of pathogens and to maintain homeostasis.40 Importantly, unlike adaptive 16!
immunity whose parameter variation is mostly somatic and presents limited heritability, 17!
variation of innate immunity is germline encoded and thus needs to be best-adapted to ensure 18!
host survival.41,42 Population genetic studies have shown that the impact of selection on some 19!
families of innate immune receptors and downstream signaling molecules (e.g., Toll-like 20!
receptors, interferons, or antimicrobial peptides) varies considerably,17,22,43-57 helping to 21!
delineate the relative functional importance of different immune pathways.4,37!However, these 22!
studies have focused on specific candidate genes or gene families. A comprehensive, genome-23!
wide view of how selection has driven the evolution of innate immunity in humans is thus 24!
missing.  25!
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Here, we took advantage of population whole-genome sequence data to increase our 1!
understanding of the degree of essentiality and adaptability of the different genes governing 2!
innate immunity and thus, to provide novel insights into their respective biological relevance 3!
in host survival. To do so, we first created a hand-curated list of more than 1,500 genes 4!
belonging to the different modules constituting the innate immune system in humans (for a 5!
detailed explanation of the definition and classification of innate immunity, see Material and 6!
Methods). We then analyzed their patterns of population genetic variability, which we 7!
compared to the remainder of the genome, using the 1000 Genomes Project dataset,58 8!
allowing us to evaluate the occurrence and intensity of constraint and adaptation to 9!
geographic and environmental pressures with an unprecedented level of resolution. Finally, 10!
we estimated the time range at which the bulk of genetic adaptation involving innate 11!
immunity has occurred as well as evaluated the extent to which human populations have 12!
acquired innate immunity genetic variation through admixture with Neanderthals. 13!
 14!
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Material and Methods  1!
Hand-Curated List of Innate Immunity Genes  2!
We created a hand-curated list of innate immunity genes (IIGs) by combining two public 3!
databases, Gene Ontology (GO)59 and InnateDB60, as well as by incorporating missing 4!
entries. Specifically, we used the GO term ‘innate immune response” (GO:0045087) — 5!
defined as defense responses mediated by germline encoded components that directly 6!
recognize components of potential pathogens — to extract a list of 1,309 entries 7!
corresponding to 884 unique annotations (last access January 2015). We removed all non-8!
human taxon entries, non-SwissProt reviewed proteins, entries without gene symbol or not 9!
approved by the HUGO Gene Nomenclature Committee, as well as those encoding for HLA 10!
proteins and immunoglobulins. This yielded a final set of 806 GO genes. As to InnateDB, it 11!
aims to facilitate systems level investigations of the innate immune response by curating 12!
human and mouse molecules, experimentally verified interactions and pathways involved in 13!
innate immunity, along with centralized annotation on the human and mouse interactomes.61 14!
For InnateDB, we retrieved a total of 2,158 entries, corresponding to 989 unique annotations 15!
(last access January 2015). Similarly to GO, we removed entries without approved HUGO 16!
names, HLA genes and miRNAs, and obtained a final set of 905 InnateDB genes.  17!
When manually reviewing these two gene lists, we remarked (i) the absence of some 18!
proteins belonging, based on structural homology, to gene families involved in innate 19!
immunity, (ii) the absence of several well-described, or recently identified, molecules 20!
involved in innate immunity, and (iii) that some of these molecules were listed in databases 21!
with non-approved HUGO symbols. In light of this, for example, we added 28 TRIM proteins 22!
and 24 C-type lectins, some nucleic acid sensors such as ABCF162, DHX1563, DHX3364 or 23!
PYHIN165 as well as the interferons IFNL1, IFNL2 and IFNL3, which were annotated in 24!
InnateDB as IL29, IL28A and IL28B, respectively. We acknowledge that some of the 25!
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molecules we have manually added, therefore absent from the curated lists that were 1!
downloaded from the public databases at the time of the study, have now been included in the 2!
corresponding websites. Overall, we manually added a set of 187 genes, making a final 3!
dataset of 1,553 genes that constituted the basis of all subsequent analyses (Table S1).   4!
 5!
Whole Genome Sequence Datasets 6!
For the purpose of this study, and depending on the nature of the analyses performed, we used 7!
the high-coverage (~57×) exome sequencing data as well as the low-coverage sequencing data 8!
(2-6×) of the 1000 Genomes Project, which are available for 1,092 individuals from 14 9!
populations from Europe, East Asia, sub-Saharan Africa and the Americas.58,66  10!
 11!
Assessing the Action of Purifying Selection 12!
Quantification of the Extent of Purifying Selection 13!
To estimate the strength of purifying selection, we used an approach, SnIPRE,67 that relies on 14!
the comparison of polymorphism and divergence at synonymous and non-synonymous sites 15!
(i.e. McDonald-Kreitman contingency table). This method uses a generalized linear mixed 16!
model to model the genome-wide variability among categories of mutations and estimates two 17!
population genetics parameters for each gene: γ, the population selection coefficient, and f, the 18!
proportion of non-synonymous deleterious mutations. We focused our analyses on f, which 19!
quantifies the strength of purifying selection, i.e. the proportion of deleterious alleles that 20!
have been removed from the general population. SniPRE requires six different statistics that 21!
should be retrieved for all genes of the tested species (humans): the number of divergent non-22!
synonymous and synonymous mutations between the tested species and an outgroup species 23!
(chimpanzees), the number of polymorphic non-synonymous and synonymous mutations in 24!
the tested species, and the number of non-synonymous and synonymous sites in the coding 25!
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sequence (i.e., the number of bases within a gene that generate a non-synonymous or 1!
synonymous mutation, if mutated).  2!
To obtain these statistics in all human genes, we retrieved the alignment of the human 3!
genome (hg19 release) and the chimpanzee genome (PanTro3 release) provided by the UCSC 4!
Genome Browser, corresponding to ~2.5 Gb of aligned sequences. All regions of the human 5!
genome that are deleted or have no homology with the chimpanzee were excluded from the 6!
SniPRE analysis. We identified 33.5 million single bases that were different between the two 7!
species, which were then functionally annotated with snpEff,68 using the GRCh37.65 build. 8!
We obtained 200,676 non-synonymous or synonymous divergent differences between humans 9!
and chimpanzees. We next retrieved all human variants that have been identified by the 1000 10!
Genomes Project high-coverage exome dataset. We kept 445,401 variants that were annotated 11!
as non-synonymous or synonymous, were outside of gaps in the human-chimpanzee 12!
alignment and were polymorphic in at least one human population. Variants with a fixed 13!
alternate allele in the 1000 Genomes Project dataset (i.e., reference allele is absent from the 14!
sample) were added to fixed differences between human and chimpanzee. We excluded from 15!
human-chimpanzee fixed differences 16,345 positions that were actually polymorphic in 16!
humans or in chimpanzees, using the dbSNP136 chimpanzee database. Finally, we retrieved 17!
all human CDS with length >68bp and considered only the longest transcript available for 18!
each gene. We deduced from the genetic code the number of synonymous and non-19!
synonymous sites in the 22,571 transcripts obtained, accounting for gaps in the human-20!
chimpanzee alignments. All transcripts that had a length < 50bp after accounting for these 21!
gaps or had no divergent nor polymorphic mutations were excluded. SnIPRE67 was then used 22!
to estimate the f parameter for 18,997 genes, which included a final set of 1,492 IIGs, 23!
assuming human and chimpanzee sample sizes of 1,092 and 10, respectively. 24!
 25!
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Statistical Analyses 1!
We tested for enrichments of IIGs among genes evolving under purifying selection by 2!
measuring the odds ratios (OR) of purifying selection. This OR measures the relative 3!
proportion of IIGs among genes with purifying selection signals and is defined as follows: 4!
!" = ! !!" !"#! !!" !"! ! !!" !"#! !!" !"# , 5!
with !!" and !!" denoting genes being or not innate immunity genes, respectively, !"# and 6! !"# being “with” and “without purifying selection signals”, respectively. If purifying 7!
selection preferentially targets IIGs, we expect proportionally more IIGs in the tail of the f 8!
distribution (OR>1). Otherwise (i.e., purifying selection targets IIGs in the same manner as all 9!
other genes), we expect proportionally the same amount of IIGs in the tail of the f distribution 10!
as in the remainder of the genome (OR~1). Note that all statistical tests comparing f 11!
distributions among classes of genes (e.g., IIGs against the rest of human genes) were 12!
performed using resampling and classical tests assuming statistical independence between 13!
genes. Indeed, we observed a very weak correlation between f values of neighboring genes 14!
(R2=0.016384), illustrating a limited hitchhiking effect in the context of purifying selection. 15!
 16!
Prediction of the Functional Impact of Mutations 17!
To evaluate the fitness status of variants at IIGs, we used the Combined Annotation 18!
Dependent Depletion (CADD) algorithm.69 We downloaded the PHRED-scaled C-score 19!
calculation for the 39,701,210 variants (SNPs and InDels) from the 1000 Genomes Project 20!
and filtered out mutations that were excluded from the analyses of purifying selection. We 21!
then compared the number of SNPs in IIGs (33,907) and in the remainder of protein-coding 22!
sequences (411,307) having a PHRED-scaled score ≥ 15. We considered this value as the 23!
limit above which mutations are probably damaging, as this score corresponds to the median 24!
value for all possible canonical splice site changes and non-synonymous variants.69 25!
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 1!
Protein-Protein Interaction Network Analysis 2!
We reconstructed the Protein-Protein interaction network by retrieving the interactions from 3!
the BioGRID database version 3.2.105 (ref.70). We retrieved protein Ensembl IDs using 4!
BioMart and considered only non-redundant direct physical interactions to compute degree 5!
centrality using the NetworkAnalyzer plugin71 in Cytoscape.72 Ubiquitin C and Amyloid 6!
Precursor Protein were removed from further analysis as they display outlier degree 7!
centralities. We transformed the degree centrality to log10(1+degree centrality) to reduce the 8!
skewness of the distribution, and used a Pearson correlation test to evaluate its relationship 9!
with the SnIPRE f parameter. We computed this correlation for the 1,114 IIGs and for the 10!
remaining 8,535 protein-coding sequences for which both degree centrality and f could be 11!
determined. We next compared these correlations using a linear model to estimate the effect 12!
of innate immunity in the relationship between f and degree centrality. For the representation 13!
of the innate immunity network, we used our IIG list as input for Cytoscape, and retrieved 14!
interactions among innate immunity proteins only using the MiMI plugin.73 15!
 16!
Transcription, Signal Transduction and Innate Immunity 17!
We retrieved the list of genes coding for proteins involved in transcription from Gene 18!
Ontology “transcription, DNA-templated” entry (GO:0006351). From this list of 2,643 genes, 19!
we extracted the 2,386 genes for which f values were calculated using SnIPRE. We 20!
considered genes at the intersection of this GO list and our set of IIGs as involved in both 21!
innate immune response and transcription. We then compared the distribution of f values 22!
between this group of genes involved in both innate immunity and transcription with that of 23!
genes involved only in transcription processes. Because our set of IIGs also includes entries 24!
from InnateDB, we performed the same analyses by restricting the comparisons only between 25!
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the two Gene Ontology terms “transcription, DNA-templated” and “innate immune response”. 1!
The same rationale was applied to the comparisons involving signal transducers. Specifically, 2!
we retrieved from Gene Ontology “intracellular signal transduction” entry (GO:0035556) and 3!
from the list of 1,875 unique entries, we extracted the 1,713 genes for which f values were 4!
available with SnIPRE.  5!
 6!
Genome-Wide Detection of Positive Selection 7!
Detection of Positive Selection Using a Composite Statistics 8!
We combined, for each SNP, the set of statistics used in previous studies7,74: three based on 9!
haplotype homozygosity (iHS16, ΔiHH74 and XP-EHH15), and two based on the degree of 10!
population differentiation (ΔDAF74 and FST75). In addition, we incorporated the DIND 11!
statistics,17 which has been recently found to be powerful to detect positive selection using 12!
low-coverage whole-genome sequencing data.76 For statistics based on haplotype 13!
homozygosity, we used the phased data of each population of the 1000 Genomes Project, and 14!
sliding windows of 100 kb centered on each SNP. This procedure does not alter the power to 15!
detect selection, while ensuring each statistics to be computed using equivalent regions, in 16!
terms of recombination rate, coverage and allele frequency spectrum.76 Because some of these 17!
statistics require the ancestral/derived state of mutations, we retained sliding windows for 18!
which the ancestral/derived state of the core SNPs was unambiguously determined, i.e. 97% 19!
of the mutations of the 1000 Genomes dataset. Finally, we aimed to minimize the false 20!
positive rate, by excluding windows in which the core SNP had a derived allele frequency 21!
(DAF) below 0.2, as the power to detect selection at this allele frequency is limited.76  22!
All these neutrality statistics were then combined into a Fisher's combined score (FCS): 23!
!!" = −2 ln!!!! !!
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where K is the number of combined statistics and !! the empirical P-value for the ith statistics, 1!
i.e., the genomic rank of this ith statistics divided by the total number of unique values 2!
obtained for this statistics in the entire genome (values exactly equal get the same rank and 3!
same P-value). When !! values tend to be small, the FCS tends to be large. Under neutrality, 4!
FCS has a chi-squared distribution with 2K degrees of freedom. However, since the 5!
assumption of dependency among !! is violated, we used the genomic distribution of FCS in 6!
an empirical genome-wide test of selection, where the candidate SNPs with signals of 7!
selection are the ones exhibiting the 1% highest FCS values, as previously reported for other 8!
statistics.16,76 Note that the FCS is computed for each population separately.  9!
 10!
Statistical Analyses 11!
Enrichments in positive selection signals among specific SNP classes (e.g., genic, located in 12!
IIGs, etc.) were tested as previously described.11,16,76 Specifically, we used a logistic 13!
regression, generating an odds ratio (OR) for the effect of recent positive selection. For a 14!
given SNP class, the OR is defined as follows: 15!
!" = ! !"#$$ !"#! !"#$$ !"# ! !"#$$ !"#! !"#$$ !"# , 16!
with !"#$$ being the SNP class, e. g., !"#$$ and !"#$$ being genic and non genic SNPs 17!
respectively, !"# and !"# being “with” and “without positive selection signal” respectively, 18!
i.e. SNP with an extreme FCS value. For example, if positive selection has preferentially 19!
occurred in genic regions, an OR>1 would be expected, reflecting the enrichment of the class 20!
of genic SNPs among SNPs with extreme FCS values (e.g., OR=1.25 when there are 20% true 21!
and 80% false positive among genic SNPs with extreme FCS values, see76). Otherwise (i.e., 22!
100% of false positives among genic SNP outliers), we would expect an OR~1, indicating 23!
that the proportion of genic SNPs among outliers is not greater than the expected proportion 24!
of genic SNPs among all SNPs (~38% for the 1000 Genomes Project datasets, see76). The P-25!
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values of enrichment analysis were obtained from 10,000 independent resamplings, taking 1!
into account linkage disequilibrium between SNPs.76 For each resampling, we drew non-2!
overlapping regions of 500 consecutive SNPs and arbitrarily assigned them to a given class, 3!
until we reached the number of SNPs observed in this SNP class. We considered the 4!
remaining SNPs to be out of the given class and calculated the OR for each resampling.76 5!
 6!
Identification of Candidate Regions  7!
To identify candidate genes, or gene regions, evolving adaptively, we used a conservative 8!
approach based on the degree of clustering of SNPs with extreme FCS values (i.e., the 1% top 9!
FCS values).16,76 We used sliding windows of 100 kb centered on each SNP that contain at 10!
least 100 variants. We computed, for each 100 kb window, the proportion of extreme FCS 11!
values and grouped these windows into 75 bins of equal sizes based on the total number of 12!
SNPs observed. Finally, we considered the 1% of windows with the highest proportion of 13!
extreme FCS values in each bin as being under positive selection. A gene is thus considered to 14!
be a target of positive selection if it contains at least one window falling into this criterion.  15!
 16!
Assessing the Power to Detect Selection 17!
We evaluated the power to detect positive selection using the FCS statistics with computer 18!
simulations. We used cosi2 (ref.77) to simulate DNA regions according to realistic, accepted 19!
scenarios of human demography, as previously used for the 1000 Genomes Project dataset 20!
(for specific details on the parameters of the demographic model used, see ref.7). We 21!
simulated 60 unrelated individuals in each population sample, matching the 1000 Genomes 22!
Project dataset. We simulated 200-kb DNA regions with recombination rates sampled from 23!
the HapMap recombination map to generate realistic recombination patterns including local 24!
hotspots.78 We simulated neutrally-evolving regions (with no selected site included in the 25!
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200-kb regions), and positive selection assuming the hard sweep model.79 Specifically, a 1!
single new advantageous mutation with frequency 1/2N was inserted into the middle of the 2!
sequence in a specific population (YRI, CEU or CHB) at a specific time t, with a population 3!
genetics selection parameter 2Ns=100 (selection coefficient s=0.01, N=10,000). We simulated 4!
different models of hard sweeps, by specifying various ages t of the selected allele (5 kya, 10 5!
kya, 20 kya and 30 kya) and various psel, i.e. the frequency of the selected allele in the current 6!
generation (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, and 1.0). We simulated 1,000 neutral-evolving regions and 100 7!
regions for each combination of selection parameters (t, s and psel). 8!
Since we used 100 kb windows centered on each SNP in the real data, and to avoid any 9!
truncation of these windows, we trimmed all simulated SNPs located at less than 50 kb of the 10!
edges of the 200 kb simulated regions. We computed the FCS statistics for each retained SNP 11!
located in the 100 kb in the middle of the 200 kb simulated region. We normalized iHS and 12!
DIND using the same method as previously described.16,76 For each statistics, the empirical P-13!
value !! used in the computation of FCS (see equation above) was determined for each 14!
population separately, by using all neutral simulations. We detected simulated regions under 15!
positive selection on the basis of the proportion of extreme FCS values. The power to detect 16!
positive selection was then computed as the proportion of regions simulated under positive 17!
selection effectively detected by our statistics (i.e., the percentage of simulations presenting 18!
proportions of extreme FCS values above the neutral threshold defined for a FPR of 1%).  19!
 20!
Annotation using hits of genome-wide association studies 21!
For each of the 57 IIGs presenting signatures of positive selection in our analysis (i.e. innate 22!
immunity genes carrying at least one SNP whose window has a proportion of outlier FCS 23!
among the 1% of genome-wide windows), we sought to explore their involvement in human 24!
diseases or traits using hits of genome-wide association studies (GWAS), obtained from the 25!
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02/06/2015 version of the NHGRI database. Only GWAS signals with P-values lower than 1!
5x10-8 were considered. We used two approaches: the first gene-based approach relies on the 2!
simple fact that the tested IIG gene is the reported gene of a GWAS hit. The second SNP-3!
based approach considers equivalence or strong linkage disequilibrium between SNPs 4!
candidate for positive selection and SNPs reported as best GWAS hits. For this second LD-5!
aware approach, we selected all outlier SNPs (i.e., FCS among the 1% of genome-wide 6!
windows) in the genomic region of the tested IIG gene. We then retrieved all SNPs in strong 7!
linkage disequilibrium (r²>0.8) with any of these candidate SNPs, using the correlation 8!
coefficient implemented in plink80 on the unphased 1000 Genomes Project data for the 9!
relevant population (i.e. the population where the FCS signal was maximal). We finally 10!
checked whether some of our SNPs candidate for positive selection, or any SNP in LD with 11!
them, were among GWAS best signals. 12!
 13!
ABC Estimation of the Age of Selection 14!
To date the age of candidate mutations under positive selection, we used an approximate 15!
Bayesian computation (ABC) approach81 to estimate the posterior probability of the age of 16!
selection according to the positive selection model described above: a single new 17!
advantageous mutation, occurring at a frequency of 1/2N, in a specific population, at a 18!
specific time t (i. e., the age of selection). We simulated 200-kb regions with a selected SNP 19!
located in the center of the sequence, according to the demographic model and recombination 20!
patterns described above. To generate a set of 2x105 simulations, we used uniform prior 21!
distributions for the age and the intensity of selection and for the current frequency of the 22!
selected allele: the age of selection (t) varies from 0 to 62,500 years, the intensity of selection 23!
(s) varies from 0.002 to 0.05 and the current frequency of the selected allele (psel) from 0.2 to 24!
1.0. Note that the prior distributions of the age and intensity of selection do not remain 25!
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uniform because some parameters vectors (t, s, psel) are unlikely (e.g., ancient selective events 1!
of strong intensity cannot generate a frequency of the selected allele equal to 0.2). Finally, we 2!
also simulated the low-coverage nature of the data (5×) by randomly drawing limited numbers 3!
of reads, as previously described.76  4!
We started by using a set of summary statistics (ƟS, Ɵπ, Tajima’s D, Fay and Wu’s H, 5!
iHS, and FST) that has been previously found to be informative for estimating age of selection 6!
in an ABC framework,82 to which we also incorporated the DIND statistics.17,76 As performed 7!
for iHS and DIND, ƟS, Ɵπ, Tajima’s D, and Fay and Wu’s H were computed in a window of 8!
100 kb around the selected mutation. We used and tested the performance of various sets of 9!
summary statistics with different ABC methods — ‘ridge’ and ‘neuralnet’— implemented in 10!
the ‘abc’ R package. We validated the performance of the ABC methods by using simulated 11!
datasets as if they were true empirical data, for which parameter values to estimate are known. 12!
This procedure allowed us to compare the estimated to the true values using various classical 13!
accuracy indices (‘abc’ R package): the prediction error PE (i.e. the mean square error, MSE, 14!
divided by the prior variance of the parameter), the relative estimation bias rEB (i.e. the bias 15!
expressed a proportion of the true value, also known as relative error) and the coverage of the 16!
95% credible interval 95%COV (i.e. the percent of times where the true value was found 17!
within the 95% credible interval). Let !! and !! be the true and the ABC estimated values of 18!
the parameter ! in the kth simulated dataset: 19!
!" = !! !!!!! !!!!"# ! , 20! !"# = !! !! − !! /!!!! , 21! 95%!"# = !! 1 !! < !! < !!!!! , 22!
where S is the number of simulated data, 1(C) the indicative function (equal to 1 when C is 23!
true, 0 otherwise) and !! and !! the two percentiles of the posterior distribution of !! (!! and 24!
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!! were adjusted to obtain 95%!"# approximately equal to 0.95). These accuracy indices 1!
were computed using S equal to 300 simulated data. Note that the posterior distributions were 2!
obtained by retaining the 1000 “best” simulations in the ABC procedure.  3!
We next aimed to improve the ABC estimations by adding more summary statistics. We 4!
first used the summary statistics described above (referred to as “set 1 of summary statistics”) 5!
as well as their corresponding average and proportion of 1% top values computed over 100 kb 6!
around each candidate variant (referred to as “set 2 of summary statistics”). Furthermore, we 7!
aimed to boost the ABC estimations by including arithmetic transformations of the used 8!
summary statistics.83 Specifically, we applied to the set 2 of summary statistics the following 9!
transformation, ! !!!!!!  with !! and !! the ith and jth summary statistics. This simple 10!
procedure generates a new set of summary statistics (referred to as “set 3 of summary 11!
statistics”). The use of the set 3 of summary statistics in the ‘neuralnet’ ABC method will be 12!
referred to as the ‘boosted-neuralnet’ ABC method. 13!
 14!
Analysis of Neanderthal Ancestry 15!
To investigate putative introgression from archaic hominins to modern humans at innate 16!
immunity genes, we used the probabilities of Neanderthal ancestry calculated for each SNP of 17!
the 1000 Genomes Project dataset.32 Sankararaman and colleagues estimated these 18!
probabilities using a conditional random field method, which takes into account the allelic 19!
state at a SNP in non-African, Neanderthal and Yoruba individuals, the relative sequence 20!
divergence between these individuals and the consistency of haplotype lengths with estimated 21!
time of interbreeding with archaic humans.32 The high-coverage sequencing data of the Altai 22!
Neanderthal genome was used as representing the archaic genome,84 and the Yoruba genomes 23!
were used as references, as they are assumed to harbor no Neanderthal ancestry. We 24!
downloaded the inferred Neanderthal ancestry at each allele in the 1000 Genomes European 25!
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and East Asian populations. We used the reported combined results across the CEU, GBR, 1!
FIN, IBS and TSI populations as representing the European population (referred here as EUR) 2!
and CHB, CHS and JPT as representing the East Asian population (referred here as ASN).  3!
We calculated the average introgression score for each protein-coding gene (i.e. removing 4!
Open Reading Frames and genes encoding for putative proteins) as the average of the 5!
marginal probabilities of Neanderthal ancestry for all bases of the gene. We then compared 6!
the distributions of the average introgression scores for our set of IIGs and the remainder of 7!
protein-coding genes. P-values between distributions were obtained from 106 independent 8!
resamplings taking into account the genomic correlation of average introgression scores. To 9!
this end, we retrieved genomic regions showing high probability to be introgressed from 10!
Neanderthal for each population, defined as runs of SNPs which have a probability of 11!
Neanderthal ancestry >0.9. We calculated the median length of contigs (called mlc) obtained 12!
by constructing a tiling path across confidently inferred Neanderthal haplotypes in each 13!
population as described in ref.32. We divided the genome in adjacent windows of length mlc 14!
and assessed the distribution of the number of protein-coding genes and IIGs by window. 15!
Resamplings were then carried out taking into account the distribution of number of IIGs by 16!
window. We used the resampled datasets to obtain the expected distribution of Mann-17!
Whitney U under the null hypothesis and calculate the empirical P-values.  18!
Finally, we determined the 5% of genes harboring the highest probability of Neanderthal 19!
ancestry at the genome-wide level and searched for those that were involved in innate 20!
immunity processes. These latter analyses were restricted to the CEU and CHB populations, 21!
as they were those used to detect positive selection in modern humans. For the analyses at the 22!
haplotype level, we retrieved confidently inferred Neanderthal haplotypes, i.e., runs of SNPs 23!
that present a probability of Neanderthal ancestry >0.9 (see ref.32). ! !24!
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Results 1!
Building of the Innate Immunity Gene List 2!
We established a list of genes involved in innate immunity by combining two publicly 3!
available databases, Gene Ontology (GO) and InnateDB,59,60 which we manually curated 4!
according to a number of criteria listed in Material and Methods. This yielded a curated set of 5!
806 genes from GO and 905 from InnateDB, 345 of which were overlapping between the two 6!
datasets (Figure 1A). Furthermore, we incorporated an additional set of 187 genes, which 7!
were missing from these datasets at the time of the study, leaving a final list of 1,553 innate 8!
immunity genes, IIGs (Table S1, and Material and Methods for details on the definition of 9!
“innate immunity”). We then classified all genes according to their main known (or inferred) 10!
function into nine different categories, ranging from sensors of microorganisms or danger 11!
signals to adaptor and effector molecules, and also included regulators of the signaling 12!
pathways and accessory molecules necessary for an efficient immune response (Figure 1B).  13!
 14!
Pervasive Signatures of Purifying Selection at Innate Immunity Genes 15!
To define the degree of selective constraint at IIGs, we first investigated the extent to which 16!
purifying selection has acted on the different categories of IIGs since the divergence of human 17!
and chimpanzee lineages. To do so, we used the exome dataset from the 1000 Genomes 18!
Project,58 and merged all individuals into a single group to focus on the human lineage as a 19!
whole. For all protein-coding sequences, we estimated the f parameter using SnIPRE,67 which 20!
estimates the degree of selective constraints at each gene using polymorphism and divergence 21!
data at non-synonymous and synonymous sites (Material and Methods). The lower the f 22!
value, the stronger the deficit of non-synonymous mutations compared to synonymous 23!
variants, highlighting strong evolutionary constraints (Table S1). 24!
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We found that the distribution of the f parameter for IIGs was significantly skewed 1!
towards lower values (P=7×10-4, based on 105 resamplings taking into account gene length 2!
and number of SNPs per gene). This indicates that, taken as a whole, genes involved in innate 3!
immune processes eliminate proportionally more non-synonymous variants than the 4!
remainder of protein-coding genes (Figure 2A). When restricting our analyses to genes 5!
presenting the lowest f values at the genome-wide level, we observed a systematic, significant 6!
enrichment in IIGs using different percentiles (Figure 2B). For example, when focusing on 7!
genes displaying the 1% lowest f values genome-wide, we observed a strong, significant 8!
enrichment in IIGs (OR=2.45, P=3.47×10-5), corresponding to the set of IIGs that have 9!
evolved under the strongest degree of purifying selection (Table 1). To test the functional 10!
impact of naturally-occurring variation at IIGs on protein structure or function, we evaluated 11!
the deleteriousness of exonic variants using the PHRED-scaled C-scores provided by 12!
CADD.69 Interestingly, the proportion of variants with a scaled C-score ≥15 (i.e. among the 13!
~3% most deleterious mutations of the genome) was lower in IIGs compared to non-IIGs 14!
(0.424 and 0.458, respectively; P=8.1×10-27, Figure S1), providing further support to the 15!
notion that IIGs have evolved under stronger evolutionary constraints. 16!
We next assessed if the global signal of strong purifying selection detected at IIGs 17!
differed among genes with distinct functional roles in innate immunity. A strongly significant 18!
difference was detected (Kruskal-Wallis rank sum test P=2.2×10-16, Figure 2C). Molecules 19!
involved in signal transduction and transcription were those presenting the strongest selective 20!
constraints. Such strong constraints could attest the additional involvement of these genes in 21!
functions other than innate immunity. To test this hypothesis, we compared the f values of the 22!
“signal transduction” and “transcription” groups of IIGs with those of signal transducers and 23!
transcription factors that are not part of innate immunity processes (Materials and Methods). 24!
Innate immunity molecules involved in these processes presented significantly lower f values 25!
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than their respective comparison groups (Figure S2), suggesting that their involvement in 1!
innate immunity has further participated to the strong constraints acting on these genes. We 2!
also observed that sensor and effector molecules presented the greatest range of f values 3!
(Figure 2C), indicating that the degree of constraint affecting these categories varies 4!
considerably among their members. For example, when comparing the f values among the 5!
different sub-families of receptors, we found that the family of Cytosolic Nucleic Acid 6!
Sensors (CNASs) displays the strongest deficit of non-synonymous mutations (Kruskal-7!
Wallis rank sum test P=4.6×10-3), while RIG-I-like receptors (RLRs) were those evolving 8!
under the most relaxed selective constraints (Figure S3).  9!
Finally, we tested if the varying degree of selective constraints detected at the different 10!
IIGs could be partly explained by their localization in the protein-protein interaction network 11!
(PIN). We thus reconstructed the innate immunity PIN using the protein interactions from the 12!
BioGRID database.70 As previously detected in other protein interaction networks,56,85-87 we 13!
observed a negative correlation between degree centrality and f values, with genes located in 14!
the center of the network (mostly signal transducers and transcription factors) presenting the 15!
strongest selective constraints (Figure 2D). Notably, we observed stronger negative 16!
correlations for IIG products than for the remainder of protein-coding genes (R=-0.337 and -17!
0.184, respectively; P<0.05), suggesting a crucial role of network topology in driving the 18!
evolution of genes involved in innate immunity.  19!
 20!
Identification of Regions Presenting High-Confidence Signals of Positive Selection 21!
We next searched for IIGs that present signals of recent, population-specific positive 22!
selection, as they should contain variation that has contributed to human adaptation to varying 23!
environments. To do so, we restricted our analyses to (i) one population per geographic region 24!
— Yoruba from Nigeria (YRI), Northern Europeans (CEU), Han Chinese from Beijing 25!
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(CHB) — and (ii) the low-coverage dataset of the 1000 Genomes Project, as we needed to go 1!
beyond exonic regions to compute statistics that use the degree of haplotype homozygosity 2!
over large physical distances (Materials and Methods). Note that the low-coverage (~5×) of 3!
this dataset has been shown to have little impact on the power of some statistics to detect 4!
positive selection.76  5!
To detect robust signals of local adaptation, we used a composite method, the Fisher’s 6!
combined score (FCS), as combining multiple tests at each SNP has been shown to increase 7!
power to detect positive selection, while minimizing the detection of false positive signals.7,74 8!
We combined statistics based on extended haplotype homozygosity (iHS, ΔiHH and XP-9!
EHH), intra-allelic haplotype diversity (DIND) and population differentiation (ΔDAF and 10!
FST). We first assessed the power of the FCS by conducting a simulation-based study (Material 11!
and Methods, Figure S4), and found its power to be comparable to that of the composite of 12!
multiple signals (CMS) test.7 We also found that the power of FCS declines with the age of 13!
selection, indicating that this score favors the detection of recent positive selection. 14!
At the genome-wide level, among SNPs displaying multiple selection signals (i.e., those 15!
exhibiting extreme FCS values), we found a significant enrichment in genic with respect to 16!
non-genic regions (OR>1, P<10-4, Table S2), as previously reported.7,76 That no significant 17!
enrichment in SNPs located in IIGs was observed among SNPs with multiple selection 18!
signals, nor among the different categories of innate immunity genes (data not shown), 19!
suggests that positive selection has not targeted IIGs to a greater extent than the remainder of 20!
the genome (Table S2). However, we identified a set of IIGs presenting strong, robust 21!
signatures of positive selection, by looking at gene regions with a high clustering of SNPs 22!
presenting selection signals.7,16,76 Specifically, we searched for 100-kb windows with the 23!
highest (top 1%) proportions of SNPs with extreme FCS values (Material and Methods), and 24!
found 1,110, 670 and 1,229 of such sliding windows, corresponding to 21, 16, and 22 genes, 25!
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in YRI, CEU, and CHB populations, respectively (Table 2). Notably, we retrieved several 1!
already reported signals of positive selection, including the TLR6-1-10 gene cluster, IL4, 2!
IFIH1, CD36 or CEACAM1,7,11,17,22,88-91 but also a number of novel hits (Table 2).  3!
To fine-map the candidate variants underlying the positive selection signals, we merged 4!
the SNPs from the genome-wide low-coverage and exome high-coverage datasets for each of 5!
the 57 candidate genes, considering also their flanking regions (1 Mb upstream and 6!
downstream of the corresponding genes). Indeed, the incorporation of the exome data allows 7!
detecting variants that have failed to pass the quality control filters and be missing in the low-8!
coverage data (e.g., the non-synonymous SNP in TLR1, rs5743618, known to have a 9!
functional effect on NK-κB activity17). We then re-computed the FCS statistics on this merged 10!
dataset and determined the variants that exhibited the strongest selection signals (1% variants 11!
with highest FCS; dark blue dots in Figure 3). Focusing on coding variation, we identified 13 12!
high-scoring variants (12 non-synonymous variants and one stop mutation) in 11 genes (Table 13!
2 and Figure 3), some of which have been previously identified as adaptive mutations, e.g., 14!
rs5743618 in TLR117, rs10930046 in IFIH122,88 or rs3211938 in CD3690,91.  15!
Finally, we sought to explore the involvement of our 57 candidate genes in human 16!
diseases or traits using GWAS databases. We found that 27 of them — for both known and 17!
newly-identified targets of selection — have been associated, to different extents, with 18!
common diseases, including susceptibility to infections or autoimmune disorders (enrichment 19!
resampling P=3.77x10-4, 3.71x10-2 and 0.058 in YRI, CEU, and CHB populations, 20!
respectively, compared to all IIGs; Table S3). For 13 of these genes, we also identified a 21!
strong correlation between our candidate SNPs for positive selection and GWAS best hits 22!
(Table S4). We therefore provide a list of high-confidence genes and mutations, many of 23!
which are novel candidates of selection and can be related to various phenotypic traits, which 24!
may have conferred a selective advantage for local adaptation to specific human populations.  25!
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 1!
Estimating the Age of Genetic Adaptations Targeting Innate Immunity 2!
We next aimed to estimate the age, t, at which positive selection has targeted the high-scoring 3!
coding variants described above (Table 2), using an Approximate Bayesian Computation 4!
(ABC) framework.81 We first checked the accuracy of the ABC estimations and tested the 5!
performance of various sets of summary statistics (Materials and Methods and ref.82) with 6!
different ABC methods (i.e., ‘ridge’ and ‘neuralnet’), using simulated datasets (Table S5, 7!
Materials and Methods). As expected in such ABC settings,82 we observed some 8!
overestimations of t, e. g., the best relative estimation bias (rEB) being around 0.3 when using 9!
the “set 2 of summary statistics” (Table S5). We thus aimed to improve our ABC estimations 10!
and found that the best estimations were obtained when boosting the ABC estimations by 11!
including arithmetic transformations of the summary statistics used.83 Specifically, when 12!
implementing such a ‘boosted-neuralnet’ method, we obtained the greatest accuracy, i.e., 13!
lowest relative estimation bias (rEB) and lowest prediction error (PE) (see “set 3 of summary 14!
statistics” in Table S5). We also noticed that the estimations of t are more accurate for more 15!
recent events of positive selection, as expected when considering that the power to detect 16!
selection decreases with the age of selection (Figure S5 and Table S6).  17!
When using the ‘boosted-neuralnet’ method to estimate the age of selection for the C/T-18!
13910 polymorphism (rs4988235) in the LCT region, the most iconic case of positive 19!
selection in Europeans, which is associated with lactase-persistence in adulthood,92-94 we 20!
found an estimated age of selection (7,100 years; 95%CI: 3,500-11,000, Table S7 and Figure 21!
S6) in good agreement with previous estimates (8,000 years in ref.94, 7,400 years in ref.93 and 22!
11,200 in ref.82). Given such accurate estimates, we applied this procedure to estimate the 23!
ages of selection for the 13 high-scoring coding variants detected in our set of IIGs. In all 24!
cases, we dated ages of selection events at ~6,000-13,000 years ago (Table S7 and Figures 25!
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S7-S9) with a few exceptions. The most recent events of selection were estimated at less than 1!
3,900 years, for CD36 (a member of the scavenger receptor type B family) in Africans and 2!
NRG1 (a membrane glycoprotein that mediates cell-cell signaling) in Asians, while we found 3!
that the age of the selected allele at CLEC3B (a member of the C-type lectin receptor family) 4!
in Asians was of 35,500 years (Table S7).  5!
 6!
Investigating Neanderthal Ancestry of Innate Immunity Genes 7!
Recent studies of individual loci have shown that immunity-related genes, whether adaptive 8!
immunity genes such as HLA, or innate immunity genes such as STAT2 and OAS, carry 9!
distinct haplotypes in modern humans that appear to have introgressed from archaic 10!
populations, likely conferring, in some cases, a selective advantage to modern humans.34-36 In 11!
light of this, we aimed to evaluate, at the genome-wide level, the extent to which modern 12!
humans have acquired variation at innate immunity genes via admixture with archaic humans. 13!
To do so, we first assessed the degree of Neanderthal ancestry among IIGs as a whole, taking 14!
advantage of the recently published Neanderthal introgression map.32 We found that IIGs 15!
have a higher average introgression score when compared to the remainder of the coding 16!
genome, in both European and Asian groups (P=8×10-6 and P=2×10-6, respectively; Figure 17!
4A and Material and Methods). Notably, these results were also significant when considering 18!
the different European and Asian subpopulations individually (P≤1.8×10-5 in all 19!
subpopulations). Importantly, this result cannot be accounted for by the strong selective 20!
constraint detected at IIGs, as this selective regime has been associated to a decrease in 21!
Neanderthal ancestry.32 22!
Next, we determined the 5% of genes harboring the highest probability of Neanderthal 23!
ancestry at the genome-wide level in each population, and searched for those that were 24!
involved in innate immunity. Out of the sets of 810 genes presenting the highest introgression 25!
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scores, we found 76 and 78 IIGs in European and Asian populations, respectively, 28 of 1!
which being shared between the two groups (Table S8). Among these genes, we found the 2!
OAS gene cluster in Europeans and Asians, as previously established in a candidate gene 3!
study.36 Importantly, we detected additional genomic regions involved in innate immunity, 4!
including genes encoding receptors such as NLRC5 in Asians, transcription factors such as 5!
IRF6 in Asians, or effector molecules such as the IFITM1-3 gene family in Europeans and 6!
some type-I IFNs in Asians (Table S8).  7!
Remarkably, two genomic regions that we found to have high Neanderthal ancestry, the 8!
TLR6-1-10 gene cluster and SIRT1, were also part of our high-confidence genes evolving 9!
under positive selection in European and Asian populations, respectively (Table 2). For these 10!
genomic regions, we identified the SNPs that were most probably introgressed from 11!
Neanderthal,32 (Figures 4B and 4C) and determined if they were correlated to candidate SNPs 12!
for positive selection. In SIRT1, introgressed haplotypes were not specifically carrying any of 13!
our candidate SNPs, suggesting that variation acquired by archaic admixture at this locus is 14!
not adaptive. For the TLR6-1-10 gene cluster, haplotypes of inferred Neanderthal origin (16% 15!
in CEU and 49% in CHB) were tagged by the SNPs detected as targets of positive selection in 16!
Europeans, including the non-synonymous TLR1 SNP rs4833095, which is in partial linkage 17!
disequilibrium (r²=0.657) with the functional rs5743618 variant. However, the rs4833095 18!
allele most probably introgressed from Neanderthal is not the putatively selected derived 19!
allele (associated with protection against asthma, allergy and hay fever)95-97 but the ancestral, 20!
rare allele. These patterns suggest a much more complex history than a single adaptive 21!
mutation transmitted to Eurasians on a Neanderthal haplotype background (Figures 4B and 22!
4C). 23!
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Discussion 1!
In this study, we have taken advantage of whole genome sequence datasets to provide a 2!
comprehensive assessment of how selection, in its different forms and intensities, has driven 3!
the evolution of innate immunity genes in humans. We must first point out that any definition, 4!
including ours, of “innate immunity genes” is arbitrary and not exempt of ambiguity. There is 5!
a clear distinction between innate and adaptive immunity at the cellular level but the 6!
distinction is blurred at the genetic level because many genes govern both innate and adaptive 7!
immunity.98 Herein, our definition of innate immunity includes intrinsic, non-hematopoietic 8!
immunity, in addition to the traditional definition of innate immunity as hematopoietic and 9!
non-adaptive. Furthermore, for the choice of innate immunity genes, we merged two well-10!
established public databases, which we manually curated and completed with missing hits. 11!
Bearing this in mind, there are several, important insights that can be drawn from our study.  12!
First, we show that innate immunity genes, taken as a whole, evolve under stronger 13!
selective constraints than the remainder of protein-coding genes, indicating that the purge of 14!
deleterious mutations has been particularly important in this gene class. This observation is 15!
consistent with pathogens being one of the most important long-time threats to human 16!
survival throughout evolution.6,23 Furthermore, innate immunity is germline-encoded, unlike 17!
adaptive immunity whose variation is mostly somatic,41,42 and ensures the sensing of 18!
pathogens, inducing tightly controlled responses upon activation, and the maintenance of 19!
homeostasis with symbiotic microbiota.38-40 Consequently, any mutation disturbing these 20!
processes would be deleterious and rapidly eliminated from the population. However, the 21!
strength of selective constraints varies considerably among different functional categories, as 22!
well as among the different members within each, informing us about the degree of 23!
redundancy or essentiality of the corresponding genes. For example, among microbial 24!
sensors, the cytosolic RLRs evolve under the most relaxed selective constraints, attesting to 25!
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higher immunological redundancy,51 whereas the group of CNAS evolves under the strongest 1!
purifying selection, similarly to the group of endosomal TLRs,17 suggesting that variation at 2!
these molecules might be strongly deleterious for the host.  3!
That genes evolving under strong purifying selection are likely to fulfill essential, non-4!
redundant functions in host defense, and be involved in severe clinical phenotypes, is well 5!
illustrated by the cases of STAT1 and TRAF3. These two genes are among the 1% most 6!
constrained of the human genome (Table 1), and mutations in these genes have been shown to 7!
underlie severe primary immunodeficiencies.4 Indeed, gain-of-function and loss-of-function 8!
mutations at STAT1, a protein involved in the transduction of cellular responses to IFN-α/β, -9!
λ and γ, and IL-27,99 have been associated with a range of immunological and clinical 10!
phenotypes, including life-threatening and mild bacterial (mainly mycobacterial) and viral 11!
(mainly herpes) diseases, Mendelian susceptibility to mycobacterial disease, chronic 12!
mucocutaneous candidiasis and autoimmunity.100 Similarly, deficiency in TRAF3, which 13!
functions downstream of the TNF receptors, and IFN-inducing receptors including endosomal 14!
TLRs and RLRs,101 has been associated with an immunological phenotype — the impairment 15!
of TLR3-dependent induction of IFN — that leads to herpes simplex virus 1 encephalitis, a 16!
devastating infection of the central nervous system.102 These examples support the notion that 17!
the genes we report as targeted by strong purifying selection are of major biological relevance18!
in host survival. Importantly, because of the pleiotropic functions ensured by many innate 19!
immunity genes and the broad definition we used to define them, some of these genes can be 20!
involved in mechanisms that can go beyond immunity to infection, including housekeeping 21!
functions. Regardless of the breadth of their biological functions, mutations in highly 22!
constrained IIGs are likely to predispose individuals to life-threatening disease; combining 23!
next-generation sequencing and evolutionary data in clinical studies should facilitate the 24!
discovery of novel genetic etiologies of severe, infectious disease phenotypes.  25!
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Second, our study represents the first attempt to characterize genome-wide signatures of 1!
positive selection at innate immunity genes using a composite metrics that improves power 2!
and resolution. We show that innate immunity genes have not undergone hard sweeps to a 3!
greater extent than the remainder of the genome, supporting the notion that polygenic 4!
adaptation — subtle adaptive effects at multiple genes — has been pervasive among functions 5!
related to innate immunity.103 However, our analyses identify 57 regions presenting high-6!
confidence signals of classic sweeps in specific human populations (Table 2). Interestingly, 7!
our age estimations show that most adaptations targeting coding variation at innate immunity 8!
genes have occurred in the last 6,000-13,000 years. It is noteworthy that given the nature of 9!
the selective signals we detect, we expect some over-representation of “young” selection 10!
events (e.g., recombination erases the hitchhiking effect with time). However, it is remarkable 11!
that the estimated age ranges correspond very well with the transition from food collection 12!
(hunting/gathering) to food production (farming/herding), which occurred in many parts of 13!
the world starting 10-13,000 years ago.104 The shift to agriculture led humans to adopt 14!
sedentary lifestyles and was accompanied by increased population density, food crises and 15!
contacts with cattle and biological wastes, which modified human exposure to pathogens105 16!
and, as our results suggest, was associated to some degree of genetic adaptation.  17!
Several of our high-scoring positively-selected genes have been reported to be associated, 18!
through GWAS or candidate-gene studies, with common infectious or autoimmune 19!
phenotypes (Table S3), and contain variants that have been previously detected as evolving 20!
adaptively in specific populations; e.g., IFIH1 (inflammatory bowel disease, vitiligo, type-1 21!
diabetes, psoriasis) and CD36 (malaria) in Africans, the TLR6-1-10 cluster (allergy, asthma, 22!
leprosy) in Europeans, or BLK (rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus, Kawasaki 23!
disease) in Asians.7,11,17,22,88-91 The case of the stop mutation at CD36 (T1264G; rs3211938) is 24!
particularly worth discussing. CD36 is an archetypal pattern recognition receptor that binds 25!
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polyanionic ligands of both pathogen and self origin, promotes inflammation in monocytes 1!
and macrophages through a TLR4-TLR6 heterodimer, and mediates cytoadherence of 2!
Plasmodium falciparum parasitized erythrocytes.106-108 Although the association between 3!
CD36 and severe malaria remains complex,90,109-112 the stop variant represents a well-4!
supported case of strong positive selection,90,91,113,114 which our analysis clearly confirms, 5!
reaching a frequency of 29% in the Yoruba from Nigeria. It has been proposed that the high 6!
frequency of the 1264G allele in Nigeria, together with its low frequencies in the rest of 7!
Africa, results from a geographically confined selective event.90 We estimate the age of the 8!
selected 1264G mutation at only 3,600 years (95% CI: 2,125-5,025 years), the youngest 9!
selective event detected by our analyses, strongly supporting the notion that the increase in 10!
frequency of this mutation restricted to West-Central Africa represents a local, recent and 11!
strong event of genetic adaptation. Investigating the association between CD36 and severe 12!
malaria phenotypes specifically in Nigerian populations is now needed.  13!
Importantly, our high-score list of positively selected genes includes novel hits that have 14!
not been previously investigated as targets of selection but contain SNPs that have been 15!
associated with immunity-related phenotypes (Table S3). Notably, we have detected two 16!
high-scoring non-synonymous mutations in MERTK (rs7604639 and rs2230515, Figure 3C), 17!
with a derived allele frequency of 79% in the Asian population. MERTK is a member of the 3 18!
TAM receptor tyrosine kinases that are involved in the regulation of inflammatory 19!
responses,115 and variation in this gene has been associated with hepatitis C-induced liver 20!
fibrosis.116 Likewise, our analysis suggests that positive selection has increased the frequency 21!
of a non-synonymous mutation in ZFPM2 (rs11993776) to 58% in Africans. ZFPM2 22!
modulates the activity of GATA transcription factors at the HAMP promoter, an antimicrobial 23!
peptide involved in the metabolism of iron,117 which is critical for Mycobacterium 24!
tuberculosis growth in macrophages and proposed to be a risk factor for developing 25!
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tuberculosis.118. Interestingly, variation at ZFPM2 has been recently suggested to be 1!
associated with susceptibility to tuberculosis in a South African admixed population.119 2!
Altogether, we provide a tractable list of high-scoring selected coding variants for 3!
experimental follow-up, which are likely to have played a dominant role in recent adaptations 4!
of human populations to their respective environments.  5!
Finally, our study provides new insight into the degree of putative introgression of innate 6!
immunity genes from archaic hominins. It has been shown that protein-coding genes are 7!
generally depleted in Neanderthal ancestry, owing to the widespread effects of negative 8!
selection against Neanderthal ancestry in gene regions.32 Interestingly, we find that innate 9!
immunity genes present both stronger evidence for purifying selection and a higher average 10!
probability of Neanderthal ancestry than the remainder of the coding genome, indicating a 11!
weaker purge, or slightly stronger selective advantage, of Neanderthal alleles in innate 12!
immunity genes in Eurasian populations. For example, among the genes presenting the 13!
highest inferred Neanderthal ancestry we find the IFITM1-3 proteins (Table S8), a family of 14!
restriction factors that are highly inducible by IFN-α/β and IFN-γ and restrict the replication 15!
of multiple pathogenic viruses in vitro, including influenza A virus, dengue virus and West 16!
Nile virus.120,121 In particular, variation at IFITM3 has been suggested to alter the morbidity 17!
and mortality associated with influenza infection in humans.122 The case of IFITM3 illustrates 18!
more generally the higher tolerance observed in innate immunity genes for Neanderthal 19!
introgression, suggesting that archaic admixture may have constituted a source of 20!
advantageous variation for host defense in modern humans.  21!
Although neutral introgression appears to be the most likely explanation for most genes, 22!
the case of the TLR6-1-10 cluster is particularly worth discussing. First, it presents high 23!
Neanderthal introgression scores in both Europeans and Asians (Figure 4B and Table S8). 24!
Second, the TLR6-1-10 cluster has been proposed to be a hotspot of positive selection, given 25!
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the strong signals of selective sweeps detected in human and non-human primates.123 Third, 1!
we find this region, here and elsewhere, as being a strongly supported case of local adaptation 2!
in Europeans (Table 2 and refs.17,55,124). Furthermore, three high-scoring adaptive non-3!
synonymous mutations have been detected in this gene cluster (Figure 3A), one of which 4!
(rs5743618 in TLR1, I602S) appears to be the genuine target of positive selection; it has been 5!
shown to remarkably impair agonist‐induced NF-κB activation by up to 60% and be linked to6!
infectious disease phenotypes, such as leprosy.17,55,125-127 However, this adaptive hypo-7!
responsiveness allele is not present in the Neanderthal genomes.128 More generally, for SNPs 8!
most probably introgressed from Neanderthal that show signatures of positive selection in 9!
Europeans, the alleles observed in archaic hominins are rare and ancestral in modern humans, 10!
while positive selection has targeted the highly-frequent derived alleles. Altogether, while we 11!
provide compelling evidence supporting both high Neanderthal ancestry and positive 12!
selection for functional mutations at the TLR6-1-10 cluster, our analyses show that 13!
Neanderthal introgression is probably not the source of such adaptive variation. Future studies 14!
should experimentally test whether the Neanderthal introgressed variation detected at this 15!
gene cluster has any functional impact on TLR-mediated immunity to infection.  16!
In summary, our analyses have shown that the contemporary diversity of innate immunity 17!
genes in humans results from the intermingling of different demographic and selective events, 18!
including introgression from Neanderthal, hard sweeps at some loci in specific human 19!
populations occurring mostly during the Neolithic transition, and continued selective 20!
constraints at other loci. In doing so, they increase our understanding of the degree of 21!
essentiality and adaptability of innate immunity genes, with novel candidates for having 22!
played a dominant role in recent adaptations, and provide new insight into the extent to which 23!
modern humans may have acquired variation at innate immunity genes through admixture 24!
with archaic hominins. 25!
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Figure Legends 1!
Figure 1. Hand-curated list of innate immunity genes. 2!
(A) Venn diagram representing the three sets of innate immunity genes used in this study. In 3!
red, the final set of 806 genes associated with the GO term “innate immune response” 4!
(GO:0045087); in green, the final set of 905 genes from InnateDB; and in blue, the final set of 5!
1,553 innate immunity genes, which includes the 187 manually-added genes (for details, see 6!
Material and Methods). (B) Schematic representation of the classification of innate immunity 7!
genes into different functional categories, together with the number of genes assigned to each 8!
category. Note that each gene was given a unique assignation to a particular functional class. 9!
 10!
Figure 2. Varying degrees of selective constraints targeting innate immunity genes. 11!
(A) Strength of purifying selection acting on innate immunity genes and the remainder of 12!
protein-coding genes, as measured by the f value. We tested the significance of the observed 13!
difference by means of 105 resamplings taking into account gene length and number of SNPs 14!
per gene in the two tested gene sets (*** P=7×10-4). (B) Enrichment of innate immunity genes 15!
among the most constrained genes at the genome-wide level, as assessed by odds ratios 16!
(ORs). We calculated ORs for increasing percentiles of the f distribution, with a pace of 1%. 17!
The 95% confidence intervals of ORs were calculated using the Fisher’s exact test. (C) 18!
Strength of purifying selection acting on the different functional categories of innate 19!
immunity genes, as measured by the f value (UC stands for unclassified). (D) Innate immunity 20!
protein interaction network. Only innate immunity proteins interacting with a molecular 21!
partner also involved in this cellular process are represented. Node sizes are negatively 22!
correlated to f values, i.e., large nodes represent low f values, indicating stronger action of 23!
purifying selection. Color codes are the same as those used in (C). 24!
 25!
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Figure 3. Innate immunity genes presenting high-confidence signals of geographic 1!
adaptation  2!
Four examples of innate immunity genes presenting strong signals of positive selection, 3!
including (A) the TLR6-1-10 gene cluster, (B) IFIH1, (C) MERTK and (D) ZFPM2. The black 4!
curves delineate the proportions of outlier SNPs (i.e., SNPs with the 1% highest FCS values of 5!
the genome), within 100-kb regions, at the genome-wide level, using the low-coverage 1000 6!
Genomes Project dataset (see Material and Methods for details). Blue dots represent the FCS 7!
value of each SNP, calculated using the merged dataset (both high- and low-coverage) for the 8!
fine-mapping of putative adaptive mutations. Dark blue dots indicate SNPs with the 1% 9!
highest FCS values of the genome, within which non-synonymous variants are represented by 10!
red triangles. The remaining variants are plotted in light blue, where triangles represent non-11!
synonymous mutations. 12!
 13!
Figure 4. Neanderthal ancestry of innate immunity genes. 14!
(A) Comparison of the average introgression scores of innate immunity genes (IIGs) with 15!
respect to the remainder of protein-coding genes (non-IIGs) in European (EUR) and East 16!
Asian (ASN) populations. ***: P <0.001 (see Material and Methods) (B,C) Haplotypes of 17!
Neanderthal ancestry in (B) CEU individuals at the TLR6-1-10 gene cluster and (C) CHB 18!
individuals at the SIRT1 locus. Confidently inferred haplotypes of Neanderthal ancestry, 19!
defined as long runs of SNPs that present a probability of Neanderthal ancestry >0.9 (ref.32), 20!
are indicated in blue in each diploid individual from the 1000 Genomes Project. Red shadows 21!
highlight genomic regions containing innate immunity genes.  22!
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Table 1. Innate immunity genes presenting the strongest signatures of purifying 1!
selection at the genome-wide level 2!
Functional Category Genes 
Sensors DHX9 
Adaptors CNKSR2, CTNNB1, SRC, SYK 
Signal transducers CAMK2B, MTOR, TRAF3 
Transcription GATA3, HNRNPL, SMARCA2, SMARCA4, STAT1 
Effectors AGO1, AGO2, AGO3 
Secondary receptors EGFR 
Accessory molecules HSP90AB1, UBC 
Regulators CYLD, HDAC1, KHSRP, MID2, USP7 
UC ACTB, ACTG1, CYFIP2, DOCK1, FSCN1, ITPR1, 
NCKAP1, TUBB4B 
3!
4!
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Table 2. Innate immunity genes showing the strongest signatures of positive selection 1!
Population Innate immunity genesa  
YRI 
VSP45, CD1D, FCER1A, LTBP1, CCDC88A, LY75, IFIH1, 
LTF, CCR2, CD80, MAPK10, CD36b, ZFPM2, TRIM55, 
CHUK, DAK, POLR3B, HIF1A, CEACAM1, TNRC6B, MYH9 
CEU 
CCDC88A, TLR10, TLR1, TLR6, MAP3K1, IL4, IRGM, 
TRIM27, EYA4, ARPC1A, ZC3HAV1, SRPK2, SMARCA2, 
SIRT1, DUOX1, ADAM10 
CHB 
ARHGEF2, ADAM15, LYST, PELI1, ACTR2, MERTK, ERBB4, 
SP100, RAF1, LRRFIP2, CLEC3B, RHOA, GAB1, FER, ITPR3, 
EGFR, BLK, NRG1, SIRT1, OTUB1, ARHGEF7, PIAS4 
 2!
aThese genes overlap with at least one 100-kb window with the 1% highest proportions of 3!
outlier SNPs with the highest FCS values. Genes that are underlined contain at least one non-4!
synonymous mutation with an outlier FCS value: IFIH1: rs10930046; LTF: rs60938611; 5!
ZFPM2: rs11993776; DAK: rs2260655; TLR1: rs5743618 and rs4833095; TLR6: rs5743810; 6!
MAP3K1: rs702689; MERTK: rs7604639 and rs2230515; CLEC3B: rs13963; NRG1: 7!
rs3924999. bCD36 contains an outlier premature stop mutation (rs3211938). 8!
 9!
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1.3. Résumé des travaux et discussion spécifique 
Bien que de nombreuses études aient identifié les forces de sélection ayant guidé l’évolution 
de certains gènes impliqués dans l’immunité innée ainsi que l’intensité de l’action de ces 
forces, toutes ont utilisé une approche basée sur des gènes candidats. Dans cette étude, nous 
avons pour la première fois effectué une analyse des pressions de sélection exercées sur 
l’ensemble des gènes de l’immunité et montré que la diversité génétique présente dans ces 
gènes résulte de l’action d’évènements complexes. Ainsi, nous avons dans un premier temps 
montré que les gènes de l’immunité font partie des séquences codantes les plus contraintes du 
génome, soulignant leur importance biologique. Cependant, l’intensité de l’action de la 
sélection purificatrice n’est pas homogène parmi les classes de gènes de l’immunité innée, ni 
même au sein de ces classes. Nous avons ainsi montré que les contraintes sélectives exercées 
sur les gènes codant pour des molécules impliquées dans la reconnaissance des pathogènes 
sont très variables alors que les molécules impliquées dans la transduction du signal et 
l’initiation et la propagation de la réponse transcriptionnelle sont toutes particulièrement 
contraintes. 
Nous avons par la suite développé une méthode composite puissante pour détecter les 
signatures de sélection positive dans le génome et montré que les gènes de l’immunité innée 
n’ont pas été préférentiellement ciblés par ce type de sélection. Cependant, nous avons mis en 
évidence un certain nombre de gènes impliqués dans la réponse immunitaire innée présentant 
des signes d’adaptation des populations humaines à leur environnement. Nous avons par la 
suite identifié un certain nombre de variations génétiques qui pourraient être à l’origine des 
évènements de sélection positive. 
Finalement, nous avons mis à profit les données récemment rendues publiques 
d’estimation de l’introgression de séquences provenant de Néandertal dans le génome humain 
pour décrire la proportion d’allèles présents dans les gènes de l’immunité innée provenant 
d’Hommes archaïques. Nous avons ainsi montré que l’intensité de la sélection négative 
exercée sur les variations génétiques provenant de Néandertal est plus faible dans les gènes 
de l’immunité innée que dans le reste des séquences codantes du génome. Nous avons par la 
suite identifié des gènes présentant un taux d’introgression parmi les plus élevés des 
séquences codantes. De manière particulièrement intéressante, nous avons trouvé parmi ces 
gènes le cluster TLR6-1-10 que nous avons confirmé au cours de cette étude comme étant 
sous sélection positive dans les populations européennes. Un autre gène présente les mêmes 
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caractéristiques dans les populations d’Asie de l’Est : SIRT1. Ces deux régions génomiques 
pourraient donc avoir participé à la différenciation des populations suite aux mélanges 
génétiques qui se sont faits avec l’Homme de Néandertal. Des études plus poussées 
permettraient de confirmer ou d’infirmer l’hypothèse selon laquelle ces régions ont évolué 
selon des évènements d’introgression adaptative. 
Notre étude permet, pour la première fois, d’apprécier l’hétérogénéité et la complexité 
des pressions de sélection ayant agi sur les gènes de l’immunité innée pris dans leur 
ensemble. Dans un premier temps, notre analyse de l’action de la sélection purificatrice 
permet de proposer une classification de l’importance fonctionnelle relative de chacun des 
gènes étudiés. En effet, les séquences n’ayant accumulé que peu de mutations non-
synonymes semblent avoir une fonction biologique capitale. À titre d’exemples, nous 
trouvons que STAT1 et TRAF3 ne sont que très peu permissifs à l’accumulation de mutations 
non-synonymes. Des mutations dans ces gènes ont été décrites comme causant des IP 
(Casanova et al., 2013), montrant qu’ils sont essentiels au bon déroulement de la réponse 
immunitaire. Dans un second temps, notre analyse par catégories nous permet d’émettre 
l’hypothèse que certains mécanismes de reconnaissance des pathogènes, notamment 
l’identification de leurs acides nucléiques, sont essentiels à la défense de l’hôte alors que 
d’autres semblent redondants. 
Nous avons ensuite développé une méthode puissante associant les résultats de 
différentes statistiques permettant de détecter l’action de la sélection positive sur des 
séquences pour identifier des gènes ayant participé à l’adaptation spécifiques de populations. 
La datation des évènements de sélection positive que nous avons identifiés se révèle être en 
accord avec l’hypothèse selon laquelle la première révolution agricole aurait induit une 
profonde modification de l’exposition de l’Homme face aux pathogènes, ce qui aurait mené à 
une adaptation des populations à leur environnement particulièrement marquée. Cependant, 
nous avons aussi identifié des évènements de sélection particulièrement récents. Ainsi, nous 
avons pour la première fois montré que l’évènement de sélection sur la mutation 1264G du 
gène CD36, qui a été aussi rapportée par plusieurs autres études comme étant sous sélection 
positive chez les Yorubas, remonte à 3 600 ans. Cela supporte l’idée que cet évènement de 
sélection est particulièrement fort et récent.  
Finalement, nous avons pour la première fois estimé la part de diversité génétique 
présente dans les gènes de l’immunité que nous aurions pu hériter de l’Homme de 
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Néandertal. Nos résultats montrent que l’introgression d’allèles de ces hominidés aujourd’hui 
éteints n’est pas homogène parmi les gènes de l’immunité innée. Certains récepteurs tels que 
les gènes OAS ou le cluster TLR6-1-10 montrent de fortes probabilités d’ascendance 
néandertalienne ainsi que des preuves moléculaires notées dans cette étude ou dans d’autres 
d’évolution sous sélection positive. Cela nous laisse supposer que l’apport de diversité 
génétique supplémentaire dans ces régions géniques a pu être avantageux pour Homo 
sapiens, lui permettant d’acquérir des innovations moléculaires adaptées au nouvel 
environnement auquel il était confronté lors de sa cohabitation avec Néanderthal. 
Notre étude prise dans son ensemble améliore les connaissances que nous avons de 
l’importance et la redondance des gènes de l’immunité innée et apporte donc un éclairage 
nouveau sur la participation de l’Homme de Néandertal à la diversité génétique retrouvée 
dans ces gènes. 
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2. Caractérisation du contrôle 
génétique de l’expression des miARN au 
cours de l’infection par Mycobacterium 
tuberculosis 
2.1. Contexte 
Comme nous l’avons évoqué au cours de l’introduction, la susceptibilité aux maladies, et en 
particulier aux maladies infectieuses, est variable entre les individus. Ce phénotype 
macroscopique résultant de l’action de multiples facteurs, il est excessivement compliqué à 
étudier dans son ensemble. C’est la raison pour laquelle, au cours de ces dernières années, les 
phénotypes cellulaires et moléculaires sous-jacents ont été utilisés comme phénotypes 
intermédiaires permettant de mieux comprendre les différences de réponses immunitaires 
observées entre individus. Ces phénotypes présentent l’avantage de pouvoir être étudiés ex 
vivo et le développement de nombreux outils de biologie cellulaire, de biologie moléculaire et 
de mesure de l’expression génique à large échelle permettent aujourd’hui de les examiner en 
détail. La réponse immunitaire innée met en jeu de nombreux acteurs cellulaires. Parmi ceux-
ci, les cellules dendritiques jouent un rôle clé dans l’initiation de la réponse adaptative. En 
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effet, ces cellules sont, comme les macrophages, des cellules présentatrices d’antigènes. Elles 
ont pour fonction de phagocyter les pathogènes puis de migrer vers les ganglions 
lymphatiques où elles présenteront les antigènes aux lymphocytes B et T, engageant par la 
suite la réponse très spécifique de ces cellules de l’immunité adaptative. Ainsi, l’intensité de 
leur activation et de leur réponse au stimulus aura une conséquence importante sur le devenir 
de l’infection. Outre des changements d’aspect très particulier, avec l’apparition de dendrites, 
l’activation des cellules dendritiques par la phagocytose de particules antigéniques ou la 
réception de signaux de danger s’accompagne de nombreuses modifications d’expression de 
gènes qui varient entre individus. De récentes études ont démontré que des variations 
génétiques pouvaient affecter les niveaux d’expression de certains ARNm dans ces cellules 
suite à l’infection par Mycobacterium tuberculosis, illustrant l’interaction entre facteurs 
génétiques et environnementaux qui est à la base de la variabilité interindividuelle de 
susceptibilité aux maladies infectieuses. Les miARN ont été largement décrits au cours de ces 
dernières années comme des acteurs majeurs de la régulation de l’expression des ARNm 
impliqués dans de très nombreux processus cellulaires. L’expression des miARN est très 
variable entre types cellulaires, entre tissus, entre états d’activation des cellules ainsi qu’entre 
individus. De plus, des analyses ont révélé qu’ils pourraient permettre d’expliquer une partie 
des variations interindividuelles. Si l’implication des miARN dans la régulation des réponses 
immunitaires de l’hôte est de plus en plus largement décrite, aucune étude n’a pour le 
moment été faite sur les variabilités interindividuelles d’expression de ces petits ARN non-
codants suite à l’infection. 
Le premier objectif de notre étude était donc de caractériser les modifications 
d’expression des miARN induites dans les cellules dendritiques suite à une stimulation 
infectieuse : l’infection par Mycobacterium tuberculosis. Nous avons ensuite souhaité 
caractériser le contrôle génétique de ces différences d’expression. Finalement, nous avons 
utilisé une combinaison d’approches bioinformatiques et expérimentales pour décrire les 
régulations de l’expression des ARNm et de la production de cytokines des cellules 
dendritiques suite à l’infection en nous appuyant plus particulièrement sur l’exemple de  
miR-29. 
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A genomic portrait of the genetic architecture
and regulatory impact of microRNA expression
in response to infection
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and Lluı´s Quintana-Murci1,2,12
1Institut Pasteur, Unit of Human Evolutionary Genetics, 75015 Paris, France; 2Centre National de la Recherche Scientifique, CNRS
URA3012, 75015 Paris, France; 3Universite´ Pierre et Marie Curie, Cellule Pasteur UPMC, 75015 Paris, France; 4Institut Pasteur, Unit of
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MicroRNAs (miRNAs) are critical regulators of gene expression, and their role in a wide variety of biological processes,
including host antimicrobial defense, is increasingly well described. Consistent with their diverse functional effects,
miRNA expression is highly context dependent and shows marked changes upon cellular activation. However, the genetic
control of miRNA expression in response to external stimuli and the impact of such perturbations on miRNA-mediated
regulatory networks at the population level remain to be determined. Here we assessed changes in miRNA expression upon
Mycobacterium tuberculosis infection and mapped expression quantitative trait loci (eQTL) in dendritic cells from a panel of
healthy individuals. Genome-wide expression profiling revealed that ~40% of miRNAs are differentially expressed upon
infection. We find that the expression of 3% of miRNAs is controlled by proximate genetic factors, which are enriched in
a promoter-specific histone modification associated with active transcription. Notably, we identify two infection-specific
response eQTLs, for miR-326 and miR-1260, providing an initial assessment of the impact of genotype-environment
interactions on miRNA molecular phenotypes. Furthermore, we show that infection coincides with a marked remodeling
of the genome-wide relationships between miRNA and mRNA expression levels. This observation, supplemented by
experimental data using the model of miR-29a, sheds light on the role of a set of miRNAs in cellular responses to infection.
Collectively, this study increases our understanding of the genetic architecture of miRNA expression in response to
infection, and highlights the wide-reaching impact of altering miRNA expression on the transcriptional landscape of a cell.
[Supplemental material is available for this article.]
The responses of host immune cells to microbial stimuli are ac-
companied by marked changes in gene expression, with tran-
scriptional programs that can be shared among differentmicrobes
or be specific to each (Huang et al. 2001; Amit et al. 2009; Chevrier
et al. 2011; Gat-Viks et al. 2013). The regulatory networks that
control the initiation, peak magnitude, and resolution of host re-
sponses must all be properly tuned to achieve optimal immunity.
In this context, microRNAs (miRNAs), a group of endogenous
small RNAs (;22 nt), play a critical role in the epigenetic regula-
tion of gene expression in eukaryotes (Ambros 2004; Bartel 2004).
MiRNAs bind complementary sequences of target mRNAs to pro-
mote translational repression and/or mRNA degradation (Guo
et al. 2010; Huntzinger and Izaurralde 2011). For an individual
target, miRNAs have only subtle regulatory effects (Hornstein and
Shomron 2006; Baek et al. 2008; Selbach et al. 2008), though
a single miRNA may target over 100 genes. Over 60% of human
genes are expected to be directly regulated by miRNAs (Friedman
et al. 2009), with many predicted to be cotargeted by multiple
miRNAs (Krek et al. 2005; Stark et al. 2005; Tsang et al. 2010). The
importance of such complex and tightly regulated miRNA–mRNA
networks is highlighted by the strong evolutionary constraints
acting on both miRNAs and mRNA target sites, across species and
within humans (Chen and Rajewsky 2006; Saunders et al. 2007;
Friedman et al. 2009; Quach et al. 2009; Christodoulou et al. 2010;
Berezikov 2011).
In addition to their involvement in a wide range of biological
processes, including development, cell differentiation, and apo-
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ptosis, the role of miRNAs in regulating mammalian immune
systems is increasingly well established (Lodish et al. 2008;
O’Connell et al. 2012). MiRNAs regulate the development and
function of cells of innate and adaptive immunity (Chen et al. 2004;
Johnnidis et al. 2008; Lodish et al. 2008; O’Connell et al. 2012), and
can have either pro-inflammatory or anti-inflammatory effects, in-
dicating that the immune system utilizes multiple miRNAs to bal-
ance its response (O’Connell et al. 2012). Furthermore, experi-
mental data indicate that viral, parasitic, and bacterial pathogens
induce marked changes in miRNA expression in host cells (Cullen
2011; Eulalio et al. 2012). For example, activation of the innate
immunity Toll-like receptor (TLR) pathway influences the expres-
sion of a well-defined group of miRNAs, while miRNAs can also
regulate TLR expression as well as that of TLR signaling molecules,
transcription factors, and cytokines (O’Neill et al. 2011).
There is growing evidence indicating that there is strong
variation in miRNA expression in human populations, within
a given cellular state, cell type, or tissue (Wang et al. 2009; Huang
et al. 2011; Lu andClark 2012; Lappalainen et al. 2013). The extent
to which this variation is under genetic control (i.e., miRNA ex-
pression quantitative trait loci, miR-eQTLs) has recently begun to
be investigated (Borel et al. 2011; Rantalainen et al. 2011; Gamazon
et al. 2012; Parts et al. 2012; Civelek et al. 2013; Gamazon et al.
2013; Lappalainen et al. 2013). However, as has been shown for
mRNAs in yeast and mammals, genetic variants can differentially
affect gene expression after perturbation by various treatments or
environmental variables (i.e., response eQTLs) (Gargalovic et al.
2006; Smith and Kruglyak 2008; Smirnov et al. 2009; Yang et al.
2009; Dombroski et al. 2010; Romanoski et al. 2010; Maranville
et al. 2011; Barreiro et al. 2012). In humans, recent studies of
protein-coding gene expression have identified response eQTLs
related to oxidative stress (Romanoski et al. 2010), ionizing radia-
tion (Smirnov et al. 2009), drug treatment (Maranville et al. 2011),
and infection (Barreiro et al. 2012; Idaghdour et al. 2012). Con-
versely, as the few miR-eQTL studies to date have all used steady-
state expressionmeasurements, the degree of population variation
inmiRNA expression upon external stimulation, and the extent to
which gene-environment interactions may affect the regulation of
miRNA responses, remain to be determined.
Here, we aimed to dissect the genetic architecture and regu-
latory impact of miRNA expression in response to an external,
infectious stimulus. To do so, we first characterized the population
variation of miRNA transcriptional responses to infection using,
as a model, Mycobacterium tuberculosis (MTB) infection of human
dendritic cells (DCs). We then investigated the extent to which
miRNA expression variation upon infection is under genetic con-
trol, providing the first attempt to map response miR-eQTLs. We
next explored the relationship between miRNA and mRNA ex-
pression levels to understand how infection not only affects
miRNA responses but also impacts upon broadermiRNA-mediated
regulatory networks. Finally, we performed miRNA gain- and loss-
of-function experiments to assess the impact of altered miRNA
expression on downstream transcriptional and protein responses
to infection.
Results
Genomic characterization of miRNA transcriptional responses
to infection
Weprofiled genome-wide patterns ofmiRNA expression inmonocyte-
derived DCs, untreated and after infection with a virulent strain of
MTB, from a panel of 65 healthy individuals of European descent.
The presence of an infection-related response in these samples has
been previously confirmed at the mRNA level, by the altered ex-
pression of genes involved in immune responses, and at the pro-
tein level, by the strong induction of cytokines known to play
a critical role in protective immunity against tuberculosis (TB)
(Barreiro et al. 2012). After quality checks and normalization of the
data, we assessed differences in miRNA expression levels upon
infection using a final set of 346 miRNAs from 63 individuals
(Supplemental Fig. S1; SupplementalMethods).We found that 155
miRNAswere differentially expressed upon infection (P < 13 10ÿ5;
Bonferroni-corrected P < 0.01), of which 64 were up-regulated and
91 down-regulated (Fig. 1; Supplemental Table S1). Among these,
down-regulated miRNAs exhibited lower fold changes than those
that were up-regulated, with only three (3%), compared with 20
(31%), showing at least a twofold difference in expression levels
upon infection (Fig. 1). These maximal fold changes are markedly
smaller than those observed for protein-coding genes in the same
system (Barreiro et al. 2012), consistent with previous observations
(e.g., Sharbati et al. 2011).
The most differentially expressed miRNAs upon infection
include, among others, the up-regulated miR-155, miR-132, and
miR-29a, and the down-regulatedmiR-361-5p,miR-185, andmiR-27a.
These miRNAs are involved in the modulation of immune func-
tions, such as the activation of core signaling pathways or the re-
sponse to bacterial infections (O’Neill et al. 2011; Eulalio et al.
2012; Qi et al. 2012). More generally, although we found a sub-
stantial overlap between the 40% of differentially expressed
miRNAs in our study and previous analyses using similar settings
(Ceppi et al. 2009; Liu et al. 2009; Fu et al. 2011; Sharbati et al.
2011; Maertzdorf et al. 2012; Yi et al. 2012), we also identified
distinctive signatures for somemiRNAs in ourmodel. These include
the down-regulation of miR-125b and members of the miR-148
Figure 1. Changes in miRNA expression levels upon infection. Volcano
plot showing the differential expression of miRNAs in DCs upon infection
with MTB. Red dots denote significantly differentially expressed miRNAs
whose expression changed by more than twofold following infection,
whereas blue dots represent significantly differentially expressed miRNAs
whose fold change (FC) was less than two. (DE) Differentially expressed.
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family, which have been reported to be up-regulated upon MTB
infection of macrophages (Rajaram et al. 2011) and activation
of DCs with lipopolysaccharide (Liu et al. 2010), respectively. Ad-
ditionally, we identified previously unreported miRNAs, such as
miR-630 and miR-339-3p, as being differentially expressed upon
infection. Collectively, our results are consistent with a general
pro-inflammatory response (Turner et al. 2011), together with
putatively cell or stimulus-dependent responses that could impact
the ways in which infection is established and maintained.
Genetic regulation of miRNA expression upon infection
To identify genetic variants that affect the response to MTB in-
fection, we mappedmiR-eQTLs by testing the association between
miRNA expression profiles and genome-wide genotyping data
from the same 63 individuals (Methods). This sample size affords
sufficient power to detect eQTLs, even in some cases where genetic
variation has a moderate impact on expression levels (Supple-
mental Fig. S2; SupplementalMethods). Tomap cis-acting variants,
we focused on SNPs located within a 200-kb window centered on
the mature miRNA, and analyzed the data separately for non-
infected and infected samples to discernmiR-eQTLs that are shared
between conditions from those that are unique to a particular
state. In total, we identified miR-eQTLs for six miRNAs (miR-326,
miR-338-3p, miR-451, miR-1260, miR-769-5p, and miR-130b) in
infected samples, of which one (miR-338-3p) was also significant
in non-infected samples, at a false discovery rate (FDR) of 0.2 (Table 1;
Supplemental Table S2). These associations accounted for 20%–
50% of the variance in the expression of these miRNAs.
Despite the fact that most of these miR-eQTLs displayed
a significant association only in infected samples, we observed
similar tendencies in the effect of the genotype on miRNA ex-
pression before and after infection (Supplemental Fig. S3). To
identify response eQTLs, where a genetic variant has a stimulus-
specific impact on transcript abundance, we focused on miR-
eQTLs detected in one condition that had no observed effect in the
other condition (P > 0.05). Using this threshold, we detected two
putative response miR-eQTLs for miR-326 and miR-1260 (Fig. 2A).
Using BRIdGE, a Bayesian approach for identifying genetic asso-
ciations under different models of gene-environment interactions
(Maranville et al. 2011), we confirmed five of the six associations
detected, including the two response miR-eQTLs, at a posterior
probability >0.7 (FDR = 0.15; Supplemental Table S3). This ap-
proach further enabled us to identify a general interaction effect
for miR-338-3p, where the miR-eQTL had a different effect in each
condition (Supplemental Fig. S3).
We next searched for trans-eQTLs by associating miRNA ex-
pression levels with genome-wide SNPs.We identified onemiRNA,
miR-582-5p, whose expression was associated with a cluster of
SNPs in infected samples (Fig. 2B), of which the most strongly as-
sociated was rs12523473 (Bonferroni-corrected P = 1.49 3 10ÿ4).
While this association lies outside the 200-kb region considered for
cis-acting variants, its physical proximity to miR-582-5p suggests
that this miR-eQTL is likely to be a long-distance cis-eQTL. The
detection of trans-eQTLs suffers, however, from a high burden of
multiple testing while effects may be only of modest size (Gilad
et al. 2008; Majewski and Pastinen 2011; Montgomery and
Dermitzakis 2011). Given that regulatory variants have been ob-
served to overlap with SNPs associated with complex phenotypes
(Nica et al. 2010; Nicolae et al. 2010), we restricted our analysis to
SNPs that have been suggestively associated (P < 1 3 10ÿ5) with
TB susceptibility by genome-wide association studies (GWAs)
(Hindorff et al. 2009; Thye et al. 2010; Thye et al. 2012). In doing
so, we identified a putative trans-eQTL for let-7i, a strongly in-
duced, pro-inflammatory miRNA, the expression of which was
associated with rs9373523 upon MTB infection (Bonferroni-
corrected P = 7.78 3 10ÿ3). The mechanism underlying this asso-
ciation remains unclear, however, that this SNP lies in an intron of
the gene STXBP5, which is a target of let-7i, may point to a com-
plex regulatory interaction between these transcripts.
Genomic and functional context of miR-eQTLs
To understand how eQTLs may influence miRNA expression, we
studied the genomic context of the detected miR-eQTLs. We first
investigated the overlap between miR-eQTLs and signatures of
regulatory regions, ChIP-seq peaks and DNase I signals, reported
by the ENCODE Project for human monocytes, the closest avail-
able cell-type to our model (The ENCODE Project Consortium
2012). We observed a number of overlaps with histone modifica-
tions (Supplemental Table S4). In particular, we found that the
detected miR-eQTLs are significantly enriched in regions associ-
ated with the histone modification H3K4me3 (P = 1.6 3 10ÿ3).
That this is amark of regulatory elements primarily associatedwith
promoters/transcription start sites (The ENCODE Project Consor-
tium 2012), and that three of the four SNPs overlapping such re-
gions are located 59 of the miRNA with which they are associated
(miR-1260, miR-582-5p, and miR-769-5p), further supports the
functional relevance of the miR-eQTL regions in modulating miRNA
expression.
To gain further insight into the putative regulatory mecha-
nisms underlying the detected miR-eQTLs, we refined our associ-
ation signals by genotype imputation (Supplemental Fig. S4;
Supplemental Methods). We then searched for our miR-eQTL
SNPs, and those in strong linkage disequilibrium with them,
among (1) DNase I sensitivity QTLs (dsQTLs) (Degner et al. 2012),
(2) mRNA-eQTLs identified in the same cellular infection model
(Barreiro et al. 2012), and more generally, (3) mRNA-eQTLs iden-
tified from the International HapMap project (Xia et al. 2012). We
found that two miR-eQTL SNPs for miR-451 were associated with
variation in the chromatin accessibility of a nearby region (rs9279,
P = 3.77 3 10ÿ10, and rs2320588, P = 9.55 3 10ÿ8). This DNase
I-sensitive region,which lies 4 kb upstreamof the precursor ofmiR-
Table 1. miR-eQTLs identified in cis for miRNA expression
variation in non-infected and/or MTB-infected samples
Non-infected samples Infected samples
miRNA SNPa
Minimum
P-valueb SNPa
Minimum
P-valueb
miR-326 rs658573 6.39 3 10ÿ2 rs532751 5.15 3 10ÿ6
miR-338-3pc rs4969258 1.18 3 10ÿ10 rs7220048 9.21 3 10ÿ6
miR-451 rs9279d 1.49 3 10ÿ2 rs9279d 1.45 3 10ÿ5
miR-1260 rs4899651 7.36 3 10ÿ2 rs11159250 8.35 3 10ÿ5
miR-769-5p rs759623 2.40 3 10ÿ2 rs8111976 1.75 3 10ÿ4
miR-130b rs3788329 7.63 3 10ÿ4 rs3788329 2.09 3 10ÿ4
aSNP for which the strongest association with miRNA expression was
observed in a given condition.
bSignificance was determined using an FDR <0.2 (P < 4.04 3 10ÿ5 and
2.31 3 10ÿ4 for non-infected and infected samples, respectively).
cA significant eQTL was detected in both non-infected and infected con-
ditions for this miRNA.
dMore than one SNP showing the same minimum P-value for association
with miRNA expression. See Supplemental Table S2 for full list of associ-
ated SNPs.
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451, is further associated with the binding of a number of tran-
scription factors, especially POLR2A and GATA1 (The ENCODE
Project Consortium2012), suggesting that this regionmay directly
regulate the transcription of miR-451. With respect to mRNAs,
miR-eQTL SNPs for miR-582-5p were associated with the expres-
sion of DEPDC1B in cis (FDR = 0.05–0.11) and PNMAL1 in trans
(FDR < 0.2), the latter gene being a predicted target of miR-582-5p,
in HapMap samples. Interestingly, four of the reported miR-eQTLs
(miR-326, miR-338-3p, miR-130b, and miR-582-5p) are non-
canonical intronic miRNAs (mirtrons) (Okamura et al. 2007;
Ruby et al. 2007). However, no cis-eQTLs were identified for the
corresponding host genes (ARRB1, AATK, PPIL2, and PDE4D, re-
spectively) in the same samples. This, together with the observa-
tion that only miR-582-5p expression was moderately positively
correlated with that of its host gene (r = 0.311; P = 0.013), supports
the notion that mirtrons are regulated and/or processed inde-
pendently of their host genes (Parts et al. 2012; Civelek et al. 2013).
Extensive remodeling of genome-wide miRNA–mRNA
interactions upon infection
To understand the impact of infection on broader miRNA-mediated
regulatory networks, we next investigated the genome-wide re-
lationships between variation in miRNA expression and that of
protein-coding genes. To do so, we calculated Pearson correlation
coefficients between the expression levels of mature miRNAs and
mRNAs, obtained from the same 63 individuals, before and after
infection (see Methods). We detected an overwhelming 35-fold
increase in the number of significant correlations betweenmiRNAs
and mRNAs in infected samples with respect to non-infected
samples (FDR < 0.005; Supplemental Table S5; Supplemental
Fig. S5). Furthermore, the patterns of genome-wide correlations
strongly differed between the two conditions: Correlations before
infection were enriched in positive correlations (P = 6 3 10ÿ4)
whereas those after infection were skewed toward negative re-
lationships (P < 1 3 10ÿ20), compared with the null distribution.
Specifically, only 23% of significant miRNA–mRNA correlations
were negative in non-infected samples, compared with 52% in
infected samples (Supplemental Fig. S6), a difference that became
more pronounced when considering only the strongest correla-
tions (|r|>0.7, 9% vs. 72% in non-infected and infected samples,
respectively). These trends remained similar after accounting for
variation in the percentage of infected cells among individuals
(Supplemental Fig. S7). Notably, we observed an enrichment in
predicted miRNA targets not only among negatively (P = 2.85 3
10ÿ5) but also among positively (P = 6.453 10ÿ7) correlated genes
Figure 2. MiR-eQTLs upon infection. (A) Boxplots showing the detected response miR-eQTLs in cis for miR-326 and miR-1260, in non-infected and
infected samples. (B) Regional association plot for miR-582-5p and genotyped SNPs in the region of the gene PDE4D showing the location of a cluster of
significantly associated SNPs ;500 kb upstream of the miRNA in infected samples. An additional region, in between the detected eQTL and the miRNA,
also showed a strong tendency of association; however, this did not reach genome-wide significance. All annotations are based on UCSC hg19.
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in infected cells. This observation is consistent with the fact that
miRNAs are often involved in incoherent feed-forward loops
and other complex network relationships with their targets
(Hornstein and Shomron 2006; Tsang et al. 2007; Vasudevan
et al. 2007; Martinez et al. 2008; Ebert and Sharp 2012; Lu and
Clark 2012).
The majority of significant miRNA–mRNA correlations in
both conditions were accounted for by a small number ofmiRNAs,
as previously observed (Nunez-Iglesias et al. 2010; Su et al. 2011;
Gamazon et al. 2012). Upon infection, 46 miRNAs were each
correlated with at least 10 mRNAs, of which 15 were found to be
associated with over 100 mRNAs and cumulatively accounted for
75% of all significant correlations (Fig. 3A; Supplemental Table S5).
Furthermore, these 46 miRNAs were enriched in differentially
expressed miRNAs upon infection (P = 0.03; N = 30), and included
many of known importance in the regulation of the immune re-
sponse (e.g., miR-155, miR-132, and miR-146a). These differen-
tially expressed miRNAs and their significantly correlated gene
sets, which were also enriched in differentially expressed genes
(P < 1 3 10ÿ20 ), formed a tightly connected regulatory network
(Fig. 3B). This highlights the highly interrelated nature of miRNAs
in gene regulation, consistent with their frequent cotargeting of
mRNA transcripts (Krek et al. 2005; Stark et al. 2005; Tsang et al.
2010). Furthermore, among these correlated gene sets, 70% of
those presenting an over/under-representation of at least one
KEGG pathway and/or GO category (FDR<0.05) were associated
with immune-related functions. These included innate immunity
signaling pathways (e.g., TLR and JAK-STAT pathways) and ac-
tivation and differentiation of lymphocytes (Supplemental
Table S6), consistent with the expected functions of activated
DCs. Taken together, these findings suggest that a subset of dif-
ferentially expressed miRNAs may account for most of the
functional associations betweenmiRNAs andmRNAs uponMTB
infection.
Characterization of the impact of miR-29a on the response
to infection
To experimentally assess the impact of altered miRNA expression
on bothmiRNA–mRNA interactions and cellular responses toMTB
infection, we studied onemiRNA—miR-29a—using gain- and loss-
of-function approaches. We chose this miRNA because (1) it is
strongly induced upon infection (Fig. 1), (2) it is among those
presenting the largest number of correlated mRNAs in infected
cells (Fig. 3), and (3) it has been explicitly implicated in the re-
sponse to variousmycobacterial infections (Fu et al. 2011;Ma et al.
2011; Sharbati et al. 2011; Eulalio et al. 2012; Yi et al. 2012; Brain
et al. 2013). We thus transfected DCs with a miR-29a mimic or
a miR-29 family inhibitor, as all miR-29 family members (miR-
29a,b,c) share the same seed sequence, and confirmed the pertur-
bation of miR-29 expression before and after infection with MTB
(Supplemental Fig. S8; Supplemental Methods). Using genome-
wide expression arrays, we identified 193 and 539 differentially
expressed genes, at the steady-state, and 59 and 307, after in-
fection, in miR-29 overexpressing and inhibited cells, respectively,
compared with control-transfected cells (FDR-corrected P < 0.01,
Figure 3. Relationship between the levels of expression of miRNAs and protein-coding genes. (A) Barplot showing the number of significantly cor-
related mRNAs per miRNA in non-infected and infected samples. Only miRNAs whose expression levels were significantly correlated with those of at least
10 mRNAs are shown. A total of 47 miRNAs were correlated with at least 10 mRNAs in non-infected and/or infected conditions, with three miRNAs
satisfying this criterion in both conditions. A total of 31 of these 47miRNAswere significantly differentially expressed uponMTB infection (marked in bold).
(B) Regulatory network of significantly correlated mRNAs and differentially expressed miRNAs in MTB-infected samples. Nodes represent miRNAs and
mRNAs.MiRNAs are labeledwhen correlated withmore than 100mRNAs, with the exception ofmiR-150,which is independent of themain network. Edge
thickness reflects the strength of the correlation between onemiRNA and onemRNA transcript. Edge color represents the direction of the correlation (red,
negative; blue, positive).
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Supplemental Table S7). These differentially expressed genes, in
particular upon miR-29a overexpression, were enriched in pre-
dicted targets of miR-29a (P = 0.01–1 3 10ÿ20 ).
Importantly, we found that the genes whose expression was
significantly correlated with that of miR-29a after infection in our
previous computational analysis (Fig. 3; Supplemental Table S5)
showed significantly greater changes in their expression levels
with respect to noncorrelated genes in infected samples (P = 2.313
10ÿ5 and P = 9.34 3 10ÿ3 in overexpressing and inhibited cells,
respectively) (Fig. 4A,B). Moreover, miR-29a predicted targets
whose expression was correlated with that of this miRNA showed
a significant decrease and increase in their expression levels in
overexpression and inhibition experiments, respectively (Fig. 4C,D).
These results support that a significant proportion of miRNA-
correlated transcripts, in particular those that are predicted to be
direct targets, are indeed causally regulated by miR-29.
Lastly, we assessed the impact of miR-29a on cellular re-
sponses to infection at the transcript and protein levels. Consis-
tent with the profound effect of infection on DC maturation and
function, the transcriptional response to MTB was highly con-
cordant between control- and miR-29-transfected cells (82% and
91% overlap inmimic and inhibitor-transfected cells, respectively;
FDR-corrected P < 0.01; Supplemental Table S7). However, a subset
of differentially expressed genes upon infection responded differ-
ently following perturbation of miR-29 (64 and 235 in mimic and
inhibitor-transfected cells, respectively; P < 0.01; Supplemental
Table S7). Among these differentially responding genes, we ob-
served an enrichment of a number of KEGG pathways and GO
categories (Supplemental Table S8). In particular, genes that were
differentially up-regulated following miR-29 inhibition were sig-
nificantly enriched in genes involved in cytokine–cytokine re-
ceptor interaction and TLR signaling pathways. At the protein
level, we similarly observed a major effect of infection, with a
strong induction of many cytokines that play a major role in the
DC response to infection, including TNF, IL12B, and IL10 (Giacomini
et al. 2001; Hickman et al. 2002; Supplemental Table S9). However,
the inhibition of miR-29 promoted an enhanced cytokine re-
sponse, as attested to by the significantly higher induction of 12
cytokines and chemokines, with respect to control-transfected
samples, after infection (Fig. 5A). Notably, three of these cytokines
are miR-29a predicted targets (IL12B, IL2RA, and CXCL10), con-
sistent with a direct effect of miR-29 on cytokine responses.
Furthermore, despite the more modest effect of miR-29a over-
expression on cytokine levels (Supplemental Table S9), one of
these proteins, CXCL10, was significantly down-regulated com-
pared with control-transfected samples (Fig. 5B), providing strong
support for a direct regulation of this chemokine by miR-29 in
MTB-infected DCs.
Discussion
Identifying genetic variants that affect miRNA expression in the
presence or absence of specific environmental variables can pro-
vide insights into the mechanisms underlying variation in tran-
script abundance. We first showed that the expression of 3% of
miRNAs is explained by proximate genetic factors, consistent with
several previous estimates (Rantalainen et al. 2011; Parts et al.
2012; Civelek et al. 2013). That 9% of protein-coding genes harbor
cis-regulatory variants in the same samples, at an FDR of only 0.01
(Barreiro et al. 2012), supports the notion thatmiRNA expression is
under less genetic control than that of
mRNAs (Su et al. 2011; Civelek et al. 2013;
Lappalainen et al. 2013). The fewer eQTLs
detected for miRNAs may reflect a lower
permissibility of large changes in their
expression, because these would have
extensive consequences on the multiple
genes and pathways with which miRNAs
are associated. Moreover, given the strong
conservation observed in miRNA se-
quences and expression patterns (Quach
et al. 2009; Christodoulou et al. 2010;
Berezikov 2011), one may also anticipate
greater sequence conservation in their
regulatory regions, and hence a lower
dependence of miRNA expression on
proximate genetic variants.
Although several studies have
mapped gene-environment interactions for
expression phenotypes of protein-coding
genes (Smirnov et al. 2009; Romanoski et al.
2010; Maranville et al. 2011; Barreiro
et al. 2012; Idaghdour et al. 2012), there
has been no effort to characterize the ge-
netic architecture of miRNA expression
upon perturbation by external stimuli.
Here, we provide evidence of genotype-by-
infection interactions that affect miRNA
expression variation. The strongest signal
among response miR-eQTLs is that ob-
served for miR-326—associated with an
eQTL exclusively upon infection (Fig. 2A).
Figure 4. Functional validation of miRNA–mRNA relationships using miR-29a gain- and loss-of-
function experiments. (A,B) Boxplots showing absolute fold changes in genome-wide mRNA levels of
cells transfected with either an miR-29a mimic (A) or an miR-29 inhibitor (B) and subsequently infected
with MTB. (C,D) Cumulative distributions of changes in genome-wide mRNA levels after transfection
with the mimic (C ) or the inhibitor (D) in MTB-infected cells.
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The increased expression of miR-326 in T cells promotes the gen-
eration of Th17 cells and is associated with the severity of auto-
immune disease (Du et al. 2009). In MTB infection, a shift toward
a stronger induction of the Th17 pathway has been associatedwith
excessive neutrophil recruitment, tissue damage, and increased
disease severity (Torrado and Cooper 2010; Jurado et al. 2012). The
down-regulation of miR-326 that we observed upon infection
points to a direct link between this miRNA and DC responses to
MTB infection. Furthermore, that a subset of individuals charac-
terized by the AA genotype show higher miR-326 expression after
infection (;10% of Europeans) (Fig. 2A), which may decrease
protective immunity, suggests that regulatory variation at this lo-
cus might ultimately impact inter-individual differences in the
host response to MTB. This example, together with the infection-
dependent eQTL for miR-1260 expression and the interaction ef-
fect associated with miR-338-3p, provides experimentally testable
hypotheses concerning the role of these miRNAs in immune re-
sponses and TB pathogenesis.
The integration of genome-wide expression data frommiRNAs
and mRNAs highlights the complexity of the miRNA-mediated
regulatory system. Although differences in miRNA–mRNA rela-
tionships have been reported in diseased and healthy individuals
or distinct cell subsets (Cheng et al. 2009; Nunez-Iglesias et al.
2010; Allantaz et al. 2012; Zhang et al. 2012), a systematic study of
the impact of an external stimulus on these relationships has been
lacking. Our findings showed that infection is accompanied by
a rapid and strong remodeling of miRNA-mediated regulatory
networks, with a shift toward negative miRNA–mRNA correla-
tions. Such amarked shift, largely accounted for by a small number
of differentially expressed miRNAs, emphasizes the wide-reaching
impact of a subset of miRNAs in the transcriptional response of
a cell to infection.
Through our gain- and loss-of-function experiments, using
the model of miR-29a, we have confirmed that the miR-29a-cor-
related mRNAs detected by our computational analysis are asso-
ciated with significantly greater changes in expression levels upon
perturbation of miR-29 expression in infected cells. This points to
a general causal regulation, direct or indirect, of correlated genes by
miR-29. That not all genes showed such a change, however, is
consistent with the expectation that miRNA–mRNA interactions
reflect the coregulation of miRNA–mRNA pairs and/or miRNA
sensing as well as signaling (Su et al. 2011). In addition, positively
correlated miR-29a predicted targets displayed changes in their
expression levels that are consistent with canonical miRNA-
mediated repression, lending experimental support to the im-
portance of regulatory loops in miRNA–mRNA interactions (Tsang
et al. 2007; Martinez et al. 2008; Ebert and Sharp 2012). Given the
large number of positive correlations that we and others report
(Martinez et al. 2008; Nunez-Iglesias et al. 2010; Su et al. 2011;
Lappalainen et al. 2013), and the enrichment in miRNA predicted
targets observed among them, it thus seems likely that feedforward
and feedback loops are widespread mechanisms in miRNA-
mediated regulatory responses in the context of infection.
Our functional study of miR-29a has also provided new in-
sight into the role of this miRNA in DC functions and responses to
MTB infection. First, we observed more differentially expressed
genes between miR-29- and control-transfected cells in non-
infected conditions,with respect to infected samples. This suggests
that, upon infection, miR-29 may drive more focused changes in
a smaller set of genes. Second, not only was miR-29a strongly up-
regulated in our setting but, most importantly, it had a substantial
impact on cytokine secretion in response to infection. In partic-
ular, the secretion of CXCL10 is consistent with a direct, re-
pressive effect of miR-29 on this chemokine, which may impact
the recruitment of Th1 cells uponMTB infection (Giacomini et al.
2006).
In conclusion, our study has provided an initial assessment of
the impact of genotype–environment interactions on miRNA
molecular phenotypes by identifying response miR-eQTLs related
to infection. This, together with the observed infection-dependent
shift of miRNA–mRNA relationships driven by a fewmiRNAs, such
as miR-29a, paves the way for additional studies to evaluate the
biological contribution of these miRNAs to immunity to infection
and disease outcome.
Methods
Samples and miRNA expression analyses
Blood samples were obtained from 65 healthy donors from Re-
search Blood Components. Signed, written consent was obtained
from all individuals, in accordance with the company’s inde-
pendent ethics committee approval. Isolation and infection ofDCs
with Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) for 18 h, RNA extraction
Figure 5. Inhibition of miR-29 up-regulates the secretion of multiple cytokines in MTB-infected DCs. Cytokine and chemokine concentrations in culture
supernatants from transfected, infected cells were analyzed by multiplex bead immunoassay. (A) Relative cytokine/chemokine concentrations in miR-29
inhibitor-transfected cells compared with control-transfected samples 6SEM for duplicates of infection performed on four different donors. MiR-29
inhibition significantly increased the expression of 12 out of 22 cytokines. (**) P < 0.01. (B) Relative concentrations of the chemokine CXCL10 for mimic-
and inhibitor-transfected cells, with respect to control-transfected samples, for duplicates of infection performed on four different donors.
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and quality verification, DNA extraction, and genome-wide ge-
notyping have been previously described (Barreiro et al. 2012).
Genome-wide miRNA expression was profiled using the Agilent
Human miRNA microarray (Release 16.0). After a series of quality
checks, preprocessing, and normalization of the data (Supple-
mental Methods), we identified differentially expressed miRNAs
uponMTB infection by applying a linear model with a fixed effect
for MTB treatment, implemented in the Bioconductor package
limma (Smyth 2004).
Mapping of expression quantitative trait loci (eQTLs)
Associations between SNP genotypes (GEO accession number
GSE34588) (Barreiro et al. 2012) andmiRNA expression levels were
calculated using a linear regression model, assuming an additive
effect of alleles on expression, in infected and non-infected
samples. We improved the power to detect eQTLs by quantile
normalization and regression of a number of principal compo-
nents, to account for unknown confounders (Supplemental
Fig. S9). FDRs were estimated by comparing the observed to
a null distribution, generated using the lowest P-values observed for
eachmiRNA in 100 permutations of expression values (Pickrell et al.
2010; Barreiro et al. 2012). Genotype-treatment interaction ef-
fects were detected by Bayesian regression with the software
BRIdGE (Maranville et al. 2011). For trans-eQTLs, associations
were calculated with both genome-wide genotyping data from
the same individuals (Barreiro et al. 2012) and a subset of SNPs
previously identified as susceptibility loci for TB by GWAs (http://
www.genome.gov/26525384/) (Hindorff et al. 2009). Multiple
testing corrections were performed using a Bonferroni correction
at the 95% significance level. The overlap of miR-eQTLs with
active genomic regionswas assessed using data from the ENCODE
Project (http://encodeproject.org/ENCODE/) (The ENCODE Project
Consortium 2012). Enrichments were calculated using a Fisher’s
exact test. For the fine-mapping of miR-eQTL regions, we im-
puted genotypes for SNPs not present on our genotyping array
with IMPUTE2 (Howie et al. 2009), using integrated haplotype
data from Phase 1 of the 1000 Genomes Project (The 1000 Ge-
nomes Project Consortium 2012). For details, see the Supple-
mental Methods.
Correlation of miRNA and mRNA expression levels
We calculated Pearson correlation coefficients between quantile
normalized expression levels of miRNAs andmRNAs detected in at
least 50%of samples in at least one condition. As clusteredmiRNAs
show correlated expression profiles (Supplemental Fig. S10), we
considered only the most abundant member of each pre-miRNA
(N = 221). Expression levels of 12,958 protein-coding genes were
previously obtained from the same 63 individuals (Barreiro et al.
2012). Significant miRNA–mRNA correlations were determined at
an FDR <0.005 based on a null distribution of 1000 permutations
and differences between the means of real and null distributions
were determined using a t-test. Predicted targets of miRNAs were
obtained from TargetScan (v6.2) (Friedman et al. 2009). The en-
richment of predicted targets of all miRNAs in the network among
all miRNA-correlated genes was calculated using a Fisher’s exact
test. Enrichments of functional Gene Ontology categories and
KEGG pathways among the same gene sets were computed using
GeneTrail (Backes et al. 2007). We used all 12,958 expressed genes
as a background set for over/under-representation analyses of
correlated gene sets. Enrichment P-values were calculated using
a hypergeometric test and we used the Benjamini and Hochberg
(1995) approach to correct for multiple testing. Networks were
visualized using Cytoscape (Cline et al. 2007).
Functional analyses of miR-29a using gain- and loss-of-function
approaches
ImmatureDCs from four unrelated individualswere transfected on
day 5 using HiPerFect transfection reagent. MiRCURY LNA Power
Inhibitors were purchased from Exiqon (miR-29 family 460039,
control 199020-00) and miRIDIAN microRNA mimics from
Thermo Fisher (miR-29a C-300504-07, control CN-001000-01).
Transfection efficiency was assessed by flow cytometry using
a fluorescently labeled control oligonucleotide (Exiqon, 199020-
04), and found to be on average 77% (Supplemental Fig. S11).
Transfected cells were then infected for 24 h with MTB (H37Rv)
(Supplemental Fig. S12). MiR-29 expression upon MTB infection
and the extent of miR-29 perturbation in transfected cells were
quantified by quantitative real-time PCR (qPCR). For gene ex-
pression analysis, genome-wide profiling of non-infected and
MTB-infected samples was obtained by hybridizing RNA to Illu-
mina HumanHT-12 v4 Expression BeadChip arrays. After a series
of quality checks and preprocessing steps, differential expression
analysis was performed using the Bioconductor package limma
(Smyth 2004). For quantification of cytokine and chemokine
levels, we measured supernatant levels of 25 cytokines/chemokines
using the Human Cytokine Magnetic 25-Plex Panel (Invitrogen).
Differences in secretion levels between conditions were calculated
using a Wilcoxon paired rank sum test. For details, see the Sup-
plemental Methods.
Data access
The miRNA and mRNA expression data reported in this manu-
script have been submitted to the NCBI Gene ExpressionOmnibus
(GEO; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) under accession num-
bers GSE49951 and GSE53143, respectively.
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2.3. Résumé des travaux et discussion spécifique  
La susceptibilité aux maladies infectieuses est un phénotype excessivement complexe, 
variable entre individus et dont la plupart des mécanismes moléculaires sous-jacents restent 
mal décrits. Dans cette étude, nous avons pour la première fois identifié des différences de 
réponses impliquant les miARN dans les cellules dendritiques humaines suite à l’infection 
par Mycobacterium tuberculosis, quantifié l’impact de ces réponses sur la régulation de 
l’expression des gènes codant pour des protéines et caractérisé certains facteurs génétiques 
liés à cette variabilité d’expression. Ainsi, nous avons tout d’abord montré que l’expression 
d’environ 40 % des miARN était modifiée dans les cellules dendritiques suite à l’infection 
par la tuberculose. Nous avons pu retrouver de nombreux résultats précédemment décrits, 
confirmant ainsi notre approche, tout en mettant pour la première fois en évidence 
l’implication de certains miARN dans la réponse des cellules dendritiques à l’infection par la 
tuberculose.  
Par la suite, nous avons cherché à identifier des variations génétiques influençant 
l’expression des miARN dans au moins une condition et à caractériser les régions 
génomiques dans lesquelles elles se trouvent. Nous avons montré que les miR-eQTL 
identifiés sont enrichis en régions associées à des marques épigénétiques caractéristiques 
d’une activation de la transcription, suggérant que les variations génétiques que nous 
décrivons sont d’une importance majeure pour l’expression des miARN. 
Finalement, nous avons estimé la relation entre miARN et ARNm avant et après 
infection des cellules dendritiques par MTB. Nous avons remarqué que l’expression des 
miARN était corrélée à un plus grand nombre de transcrits suite à l’infection et que cette 
corrélation était principalement due à un faible nombre de miARN, nous permettant d’établir 
les principales connexions du réseau d’interaction miARN-ARNm et d’en estimer la 
plasticité au cours de la stimulation des cellules par un agent infecieux. Nous avons validé 
certaines de ces observations à l’aide d’études de gain ou perte de fonction en utilisant miR-
29 comme modèle. Cette dernière approche nous a aussi permis de caractériser de nouvelles 
fonctions de miR-29 dans la réponse transcriptionnelle et protéique des cellules dendritiques 
à l’infection par MTB.  
Notre approche génome entier a permis d’identifier les dérégulations de l’expression 
de miARN qui n’avaient jusqu’à présent pas été décrites dans la réponse immunitaire. Notre 
approche suggère donc que ces transcrits sont importants pour la réponse des cellules 
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dendritiques à l’infection. De plus amples études permettraient d’identifier leur fonction 
moléculaire dans ce contexte et, plus largement, dans l’immunité. 
Nous avons ensuite montré que les corrélations entre variations génétiques et niveaux 
d’expression des miARN étaient moins nombreuses que celles impliquant les ARNm. Les 
miARN sont très conservés (Quach et al., 2009), régulent l’expression de nombreuses cibles 
(REF) et sont impliqués dans un large spectre de processus cellulaires. Nous supposons donc 
que le nombre restreint de miR-eQTL reflète une faible permissivité de variation de 
l’expression des miARN due aux larges conséquences que ces modifications auraient sur un 
grand nombre de cibles et, plus généralement, sur un ensemble de voies de signalisation. 
Selon cette hypothèse, il apparaît d’importance majeure de caractériser le rôle des miARN 
dont nous décrivons l’abondance comme étant sous contrôle génétique et, plus 
particulièrement, des transcrits dont l’expression dépend d’une combinaison de facteurs 
génétiques et environnementaux. Les rôles précédemment décrits de miR-326, l’un des 
candidats remplissant ces critères, dans d’autres cellules immunitaires suggèrent que ce 
miARN pourrait être la clé d’un des mécanismes de différence de susceptibilité aux maladies 
infectieuses. 
Nous avons confirmé l’étendue du remodelage des interactions miARN-ARNm au 
cours de l’infection et la complexité du réseau de régulation de l’expression génique par 
l’intégration de l’expression de ces deux types de transcrits ainsi que par des analyses 
moléculaires se concentrant sur miR-29. Cette dernière étude a non seulement été utilisée 
comme validation expérimentale de notre analyse pangénomique mais nous a aussi permis de 
caractériser certaines des fonctions de ce miARN dans la réponse transcriptionnelle et 
protéique des cellules dendritiques à l’infection par MTB. Nous avons ainsi montré que miR-
29 régulait la quantité de CXCL10, une chimiokine particulièrement importante pour le 
recrutement des lymphocytes T sur le site de l’infection. Cela suggère que la différence 
d’expression de miR-29 dans les cellules dendritiques pourrait permettre la régulation de 
mécanismes cellulaires complexes. 
Notre étude prise dans son ensemble apporte donc un éclairage nouveau sur le rôle 
des miARN dans l’immunité et identifie des candidats pouvant influencer la variabilité de 
réponse immunitaire de l’hôte suite à l’infection par MTB. 
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1. La reconnaissance des acides nucléiques, mécanisme clé de l’immunité 
innée ? 
Notre étude a permis de confirmer l’étendue de l’action de la sélection purificatrice sur les 
gènes de l’immunité innée. Cependant, il existe une importante hétérogénéité de l’intensité de 
ce type de sélection, tant au niveau des gènes pris individuellement qu’au sein même des 
différentes classes fonctionnelles que nous avons définies.  
C’est notamment le cas pour le groupe des récepteurs de l’immunité innée, qui ont 
pour fonction de reconnaître des motifs moléculaires spécifiques conservés chez les micro-
organismes et qui montrent une forte disparité de contrainte évolutive. Il a été précédemment 
observé que certaines des molécules servant à la reconnaissance de motifs microbiens dans le 
cytosol sont particulièrement conservées (Barreiro et al., 2009; Vasseur et al., 2012; Wlasiuk 
and Nachman, 2010). Dans le cadre de la reconnaissance des acides nucléiques, ces protéines 
reconnaissent des motifs particuliers du matériel génétique viral ou bactérien, comme la 
structure en double brin des ARN ou les îlots CpG déméthylés. Si ces propriétés physico-
chimiques permettent de distinguer les acides nucléiques de pathogènes de ceux de l’hôte, 
une variation génétique modifiant la structure du senseur peut rapidement mener à une 
reconnaissance de motifs spécifiques à l’hôte, aboutissant à une réponse auto-immune (Deane 
and Bolland, 2006; Krieg and Vollmer, 2007; Marshak-Rothstein, 2006). Ces constatations 
ont mené à l’hypothèse que la limite très fine existant entre la reconnaissance des acides 
nucléiques des pathogènes et ceux de l’hôte serait à l’origine de la conservation 
particulièrement importante des TLR localisés au niveau des endosomes.  
De manière particulièrement marquante, nous avons montré dans nos travaux que la 
classe de récepteurs la plus contrainte était celles des senseurs des acides nucléiques 
cytosoliques. Ainsi, les cinq récepteurs les plus contraints reconnaissent les ARN ou ADN de 
microbiens: DHX9 fixe les ADN contenant des motifs CpG dans le cytosol et est important 
pour la réponse impliquant l’interféron dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes suite à 
l’infection par l’Herpes simplex virus 1 (Kim et al., 2010); DHX15 reconnaît les ARN 
double-brins dans les cellules dendritiques myéloïdes (Lu et al., 2014); DDX41 se fixe aux 
messagers secondaires bactériens et induit une réponse médiée par les interférons de type 1 
(Parvatiyar et al., 2012); HMGB2 est un senseur des ADN cytosoliques double-brins (Yanai 
et al., 2009) et DDX3, outre son implication dans de multiple processus cellulaires, a été 
proposé comme une protéine reconnaissant les ARN pathogéniques (Schröder et al., 2008). 
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L’hypothèse qui epliquerait  la forte pression de sélection exercée sur les senseurs des acides 
nucléiques par la nécessité d’une balance entre reconnaissance efficace des pathogènes et 
reconnaissance du matériel génétique de l’hôte semble donc s’élargir à d’autres groupes que 
les TLR. Il serait intéressant de procéder à des analyses similaires chez d’autres primates. En 
effet, l’intégration de données provenant de plusieurs organismes permettrait de déterminer si 
ces gènes sont universellement contraints ou s’ils ont participé à l’adaptation de notre espèce 
via un évènement de divergence suivi de l’action de la sélection purificatrice. 
Cependant, en se basant sur l’exemple de TLR8 qui est particulièrement conservé et 
qui a été rapporté comme étant impliqué dans la croissance neuronale dans des modèles 
murins (Ma et al., 2007, 2006), il n’est pas à exclure que les CNAS sont impliqués dans des 
fonctions cellulaires autres que l’immunité. DDX3 a par exemple été étudié dans de 
nombreux processus cellulaires tels que le métabolisme des ARNm (Ariumi, 2014; Soto-Rifo 
and Ohlmann, 2013), qui sont indispensables au bon fonctionnement de la cellule. Une 
meilleure caractérisation des fonctions moléculaires de cette classe nouvellement définie de 
récepteurs de l’immunité innée est donc nécessaire. Si ces molécules s’avèrent impliquées 
dans de multiples processus cellulaires, une estimation du rôle de leur implication dans 
l’immunité innée dans l’intensité de sélection qui est exercée sur ces gènes serait nécessaire. 
Plus généralement, ce type d’étude pourrait être appliqué à l’ensemble des gènes de 
l’immunité innée et permettrait de déterminer si ce processus cellulaire est celui expliquant 
principalement l’importante conservation des gènes de l’immunité innée. 
2. Gènes de l’immunité innée et autres modes de sélection positive 
Notre analyse a montré que les gènes impliqués dans la réponse immunitaire innée n’ont pas 
été des cibles privilégiées de la sélection positive. Cependant, il est important de noter que 
notre étude est principalement axée sur l’identification d’évènements de sélection à fort 
coefficient touchant des allèles à faibles fréquences dans la population avant le début des 
évènements de sélection. Afin d’apprécier l’action de la sélection positive sur les gènes de 
l’immunité innée dans son ensemble, il faudrait considérer d’autres types de sélection 
positive : la sélection à plus faible coefficient, la sélection sur des variations génétiques 
préexistantes à fréquences modérées dans la population ainsi que la sélection polygénique 
(Fu and Akey, 2013; Hermisson and Pennings, 2005; Messer and Petrov, 2013; Pritchard et 
al., 2010; Pritchard and Di Rienzo, 2010; Scheinfeldt and Tishkoff, 2013). 
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 Ainsi, une mutation peut apparaître de novo à de multiples reprises ou être présente 
dans la population associée à diverses combinaisons alléliques avant d’être sujette à l’action 
de la sélection positive. Dans ces cas, plusieurs haplotypes avantageux vont avoir une 
fréquence relativement élevée dans la population étudiée (Hermisson and Pennings, 2005; 
Pennings and Hermisson, 2006a, 2006b; Przeworski et al., 2005). Les signatures locales de 
diversité génétique et de DL sont alors différentes de celles obtenues par balayage sélectif, les 
rendant difficiles à identifier à l’aide des outils classiques (Pennings and Hermisson, 2006b; 
Pritchard et al., 2010; Przeworski et al., 2005; Teshima et al., 2006). Cependant, ces 
balayages de faible intensité semblent constituer l’un des mécanismes d’action de la sélection 
naturelle permettant aux organismes de s’adapter à leur environnement (Messer and Petrov, 
2013; Pritchard et al., 2010). L’utilisation de méthodes composites, tout comme celle de tests 
de différenciation entre populations, permet en théorie d’identifier des évènements de 
sélection locale agissant sur des variations génétiques déjà présentes dans la population 
(Grossman et al., 2010; Innan and Kim, 2008). Malgré tout, le développement d’outils 
permettant de détecter les balayages sélectifs de faible intensité est nécessaire. De récents 
travaux allant dans ce sens ont récemment été menés en utilisant la drosophile comme 
organisme modèle (Garud et al., 2015; Garud and Rosenberg, 2015). L’application de telles 
statistiques chez l’Homme serait donc une première étape vers une meilleure appréciation de 
l’action de la sélection positive dans son ensemble sur les gènes de l’immunité innée. 
La détection de la sélection polygénique est aussi l’un des axes voués à se développer 
au cours de ces prochaines années. Ce type de sélection, qui consiste en l’accumulation de 
multiples modifications touchant plusieurs gènes impliqués dans le même processus 
cellulaire, chacune ayant individuellement peu d’effet sur le phénotype final, pourrait 
constituer l’un des principaux mécanismes d’adaptation des organismes à leur environnement 
(Hernandez et al., 2011; Messer and Petrov, 2013). De nombreux traits phénotypiques 
comme la résistance aux pathogènes ou la taille sont le résultat de l’expression de nombreux 
gènes, en faisant des cibles privilégiées de l’action de la sélection polygénique (Daub et al., 
2013; Lango Allen et al., 2010; Mendizabal et al., 2012). Plusieurs types d’approches ont été 
utilisés pour mettre en évidence l’action d’un tel type de sélection. Le premier consiste à 
rechercher un ensemble de SNP associés au même trait phénotypique (Turchin et al., 2012; 
Zhang et al., 2013). La corrélation entre paramètres environnementaux et fréquences 
alléliques à différents sites est une autre méthode. Cette approche a notamment permis de 
montrer que les pathogènes ont constitué la principale force sélective influençant l’évolution 
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de l’Homme (Fumagalli et al., 2011). Enfin, il est possible de chercher un enrichissement de 
signaux de sélection positive dans des gènes appartenant à une même voie de signalisation. 
Une étude a ainsi identifié une accumulation de signaux de sélection positive dans certaines 
voies de l’immunité telles que la voie de l’IL-6 et des interactions entre les cytokines et leurs 
récepteurs (Daub et al., 2013). Notre analyse se basant sur une classification fonctionnelle, 
nous n’avons pu identifier de tels signaux. Reconsidérer notre catégorisation en voies de 
signalisation pourrait permettre de mettre en évidence d’autres signaux de sélection 
polygénique. 
3. Sélection positive et régions régulatrices 
Notre étude s’est attachée à identifier des signaux de sélection positive localisés dans des 
séquences codantes impliquées dans la réponse immunitaire innée. Cependant, nous avons 
aussi détecté de nombreux signaux dans des régions intergéniques qui sont parfois localisées 
à proximité de gènes jouant un rôle dans notre processus cellulaire d’intérêt. 
 Il a été proposé de manière récurrente que les régions régulant l’expression des gènes 
pourraient avoir joué un rôle majeur dans l’adaptation des populations à leur environnement 
(ENCODE Project Consortium, 2012; Grossman et al., 2013; King and Wilson, 1975; Wray, 
2007). L’exemple de la persistance de l’activité enzymatique de la lactase, que nous avons 
évoqué dans l’introduction, en est probablement l’exemple le plus parlant. Une récente étude 
a estimé que les balayages sélectifs touchent majoritairement les régions régulatrices et non 
les variations génétiques induisant une modification de la séquence d’acides aminés (Fraser, 
2013). Les résultats de deux analyses réalisées ces dernières années corroborent cette idée 
puisqu’une grande partie des régions génomiques identifiées comme étant cibles de la 
sélection positive correspondent à des régions régulant l’expression des gènes (Enard et al., 
2014; Grossman et al., 2013). D’autres travaux ont, eux, trouvé un enrichissement de signaux 
de sélection positive dans les variations génétiques associées à des différences d’expression 
géniques (Kudaravalli et al., 2009; Ye et al., 2013). Certaines de ces variations sont 
notamment impliquées dans des fonctions immunes (Ye et al., 2013), ce qui montre 
l’importance de considérer les pressions de sélections ayant agi sur les régions régulatrices 
dans le but de mieux apprécier l’histoire adaptative des populations humaines aux pathogènes 
présents dans leurs environnements respectifs. 
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Les efforts importants réalisés ces dernières années ont permis de mieux décrire les 
propriétés des régions régulant l’expression des gènes et d’affiner leur cartographie. Diverses 
approches ont été utilisées, aboutissant à l’identification de nombreux promoteurs et 
enhancers (Belton et al., 2012; ENCODE Project Consortium, 2012; Heintzman et al., 2007; 
D. S. Johnson et al., 2007; Kim et al., 2005; Niu et al., 2014; Song et al., 2011). Il est donc 
aujourd’hui possible de déterminer quelles sont les mutations sous sélection positive qui sont 
localisées dans des régions régulatrices de l’expression des gènes (Grossman et al., 2013). La 
principale difficulté réside ensuite à identifier la (ou les) variation(s) génétique(s) ayant 
fonctionnellement participé à l’adaptation de la population d’intérêt à son environnement. 
Parmi les nombreuses stratégies disponibles (Scheinfeldt and Tishkoff, 2013; Ward and 
Kellis, 2012) nous avons choisi de croiser nos résultats avec des données d’associations 
pangénomiques (GWAS). D’autres analyses ont utilisé des données d’expression géniques 
(Grossman et al., 2013; Kudaravalli et al., 2009) ou des données fonctionnelles comme la 
sensibilité à la DNase-I, qui est une signature des sites de fixation des protéines participant à 
la régulation de l’expression des gènes (Vernot et al., 2012). Cependant, la plupart de ces 
approches in silico ne fournissent que des arguments indirects et une validation formelle des 
conséquences phénotypiques des allèles étudiés doit encore être apportée par des études 
fonctionnelles. 
4. Fonctionnalité des allèles archaïques introgressés dans les populations 
humaines actuelles                 
Nos travaux montrent qu’une forte introgression d’allèles provenant de génomes archaïques 
s’est faite dans les gènes de l’immunité innée relativement aux autres régions géniques. Une 
quantité croissante de données suggère que des gènes impliqués dans de nombreux processus 
cellulaires dont la réponse immunitaire sont les cibles d’introgression d’allèles provenant 
d’homininés aujourd’hui éteints et que la diversité génétique ainsi apportée a pu participer à 
l’adaptation des populations (Abi-Rached et al., 2011; Ding et al., 2014b; Huerta-Sánchez et 
al., 2014; Khrameeva et al., 2014; Mendez et al., 2012a; Mendez et al., 2012b; Mendez et al., 
2013; Nakaoka and Inoue, 2015; Racimo et al., 2015). 
 Certaines études ont mené à la reconstruction des haplotypes néandertaliens ou 
dénisoviens qui ont été introgressés chez l’Homme. Nombre de ces combinaisons alléliques 
portent des allèles modifiant la séquences d’acides aminés des protéines (Abi-Rached et al., 
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2011; Huerta-ScitationID":"rpjde0vqv","properties":{"forma qui sont supposées avoir été les 
cibles de la sélection qui s’est par la suite faite sur ces régions génomiques. Pour autant, 
l’identification de la (ou des) variation(s) génétique(s) avantageuse(s) héritée(s) des Hommes 
archaïques reste difficile. En effet, certains des haplotypes ainsi reconstruits couvrent 
plusieurs régions codantes, ne permettant pas de conclure de manière formelle sur la cible de 
la sélection positive (l’haplotype néandertalien introgressé dans la région génomique où se 
situe STAT2 (Mendez et al., 2012b) englobe aussi ERBB3 et ESYT1). De futurs travaux 
devront donc viser à améliorer l’identification des allèles introgressés ayant conféré un 
avantage sélectif à l’Homme moderne. 
5. eQTL de réponses et stimulations immunitaires 
Le deuxième axe développé au cours de cette thèse vise à étudier la variabilité de réponse 
immunitaire par une approche ex vivo. Nos résultats montrent que l’expression d’une partie 
des miARN dans les cellules dendritiques est corrélée à des variations génétiques localisées à 
proximité de ces séquences. Une quantité croissante de données accumulées au cours de ces 
dernières années montre que les effets qu’ont certaines variations génétiques sur l’abondance 
de transcrits peuvent varier en fonction de variables environnementales ou de traitements 
(Barreiro et al., 2012; Fairfax et al., 2014; Idaghdour et al., 2012; Lee et al., 2014; Maranville 
et al., 2011; Romanoski et al., 2010; Smirnov et al., 2009). Notre étude teste pour la première 
fois cette hypothèse sur des gènes non-codants. Ainsi, nous identifions deux eQTL de 
réponse dans le cadre de la réponse des celllules dendritiques impliquant les miARN suite à 
l’infection par Mycobacterium tuberculosis. L’ensemble de ces données indique que 
l’interaction entre gènes et environnement joue un rôle dans la régulation de la quantité de 
transcrits dans les cellules. Il paraît alors important d’estimer l’impact d’autres facteurs 
environnementaux sur la régulation de l’expression génique. Pour se restreindre au contexte 
de l’immunité, deux types d’approches peuvent être utilisés. Le premier consiste à stimuler 
des cellules immunitaires à l’aide de molécules activant des voies de signalisation spécifiques 
et, en parallèle, d’un agent infectieux. Ce type d’expériences permet d’estimer la participation 
de chacune des voies de signalisation étudiées dans la réponse finale à l’infection, d’évaluer 
les interactions entre ces voies et d’apprécier le degré de variabilité interindividuelle et/ou 
inter-populationnelles qu’elles présentent. Certaines études ont utilisé des effecteurs produits 
lors de la réponse immunitaire afin de stimuler des cellules immunitaires (Fairfax et al., 2014; 
Lee et al., 2014). Cependant, cela ne permet pas d’apprécier les interactions qui peuvent se 
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faire entre les différents PAMP et les voies PRR. La seconde approche revient à infecter des 
cellules immunitaires avec un panel plus large de pathogènes (voir section suivante). Ces 
approches permettraient de proposer de nouveaux sites impliqués dans la variabilité inter-
individuelle de réponse immunitaire et de susceptibilité aux maladies infectieuses. 
6. Étendue et spécificité de la réponse immunitaire impliquant les miARN
Notre étude ainsi que d’autres travaux montrent qu’un grand nombre de miARN est impliqué 
dans la réponse aux infections par différentes mycobactéries (Fu et al., 2011; Liu et al., 2011; 
Maertzdorf et al., 2012; Ma et al., 2011; Rajaram et al., 2011; Sharbati et al., 2011; Spinelli et 
al., 2013; Wu et al., 2012). Une comparaison de ces différentes données pourrait apporter 
d’importantes informations quant à la contribution des miARN à la réponse immunitaire aux 
pathogènes. Cela permettrait par exemple de définir un groupe de miARN impliqués dans la 
régulation du processus immunitaire quel que soit le pathogène considéré ainsi que 
d’identifier des signatures d’expression des miARN spécifiques à l’infection par une bactérie. 
Nous montrons par exemple que miR-29 est surexprimé dans les cellules dendritiques suite à 
l’infection par Mycobacterium tuberculosis alors que les résultats obtenus par Ma et al., 2011 
attestent d’une diminution de la quantité de ce miARN dans différents types cellulaires suite 
l’infection de souris par Mycobacterium bovis et Listeria monocytogenes. Il apparait 
clairement que les deux analyses ne sont pas comparables. L’organisme modèle, les types 
cellulaires, les agents infectieux et les temps d’exposition aux pathogènes diffèrent entre les 
deux études. Ceci n’est qu’une illustration de l’hétérogénéité des données obtenues à travers 
les études que nous avons citées. 
Afin de caractériser l’étendue ou, au contraire, la spécificité du rôle des miARN dans 
la réponse mise en place suite à l’infection, il convient d’infecter les cellules d’un même 
échantillon à l’aide de plusieurs pathogènes. Cette approche a été utilisée récemment dans 
une étude à laquelle j’ai participé (Siddle et al., 2015, voir Annexe 1). Les résultats de ce 
travail montrent que les modifications d’expression des miARN suite à l’infection par 
diverses bactéries intracellulaires peuvent être spécifiques, tant au niveau de la nature des 
transcrits que de l’intensité du changement de leur expression. Il a ainsi pu être possible de 
définir un groupe de 49 miARN correspondant au cœur de la réponse antibactérienne. Les 
profils d’expression d’autres miARN se sont révélés différents selon le type d’agent 
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infectieux utilisé pour la stimulation des cellules dendritiques, suggérant que ces transcrits 
font partie d’une réponse immunitaire plus spécifique. 
Il serait aussi possible de définir si les réponses transcriptionnelles que nous avons 
mises en évidence sont restreintes aux cellules dendritiques ou si, au contraire, elles sont 
retrouvées dans d’autres types cellulaires de l’immunité. Pour ce faire, il serait envisageable 
d’appliquer le même type d’approche ex vivo que celle que nous avons utilisé en considérant 
d’autres types cellulaires. Les comparaisons les plus évidentes seraient à faire avec les 
macrophages, ce qui permettrait d’estimer la variabilité de réponse immunitaire parmi les 
cellules présentatrices d’antigènes, et les lymphocytes T, pour caractériser les similarités et 
les différences entre la réponse immunitaire innée et l’adaptative. Ces analyses permettraient 
d’estimer les types cellulaires de l’immunité présentant des différences de régulation de 
l’expression des miARN et d’améliorer nos connaissances sur la participation de ces 
transcrits à la réponse mise en place suite à l’infection. 
7. Rôle biologique des miARN
Notre analyse identifie des différences d’expression portant sur un grand nombre de miARN, 
laissant supposer que ceux-ci jouent un rôle dans la réponse des cellules dendritiques à 
l’infection. Si certains de ces miARN, comme miR-155, ont été largement étudiés dans 
l’immunité (He et al., 2014; Li and Shi, 2013; Montagner et al., 2013; O’Neill et al., 2011), 
ils en sont d’autres tels que les miR-29 pour lesquels des mécanismes moléculaires 
commencent tout juste à être identifiés (Liston et al., 2012; Ma et al., 2011; Sharbati et al., 
2011). Nous rapportons aussi des différences d’expression pour miR-630 et miR-339-3p, qui 
n’avaient jusque-là jamais été identifiés comme impliqués dans le processus immunitaire. 
Des études fonctionnelles permettraient donc de mieux comprendre le rôle que jouent ces 
régulateurs de l’expression génique dans la réponse mise en place suite à l’infection. 
Nous avons par exemple réalisé des expériences de perte et gain de fonction en 
utilisant miR-29 comme modèle d’étude. Cependant, notre analyse est limitée. En effet, si 
nous trouvons un enrichissement en cibles prédites dans les gènes dérégulés suite à la 
surexpression de miR-29a, nous n’apportons pas la preuve d’une régulation directe de la 
quantité de ces transcrit par le miARN. De plus, les approches transcriptionnelles ne 
permettent pas d’identifier l’ensemble des mécanismes de régulation impliquant les miARN. 
Notre étude portant sur CXCL10, une cible prédite de miR-29, en est une illustration. En 
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effet, nous n’avons pas trouvé de variation significative de la quantité du transcrit 
correspondant lors de la perturbation de l’expression de miR-29 alors que nous avons observé 
des différences dans la quantité de protéine sécrétée. Là encore, il reste à démontrer que ces 
variations sont dues à la fixation du miARN sur les sites complémentaires présents sur 
l’ARNm.  Pour établir ce lien, il serait par exemple possible d’effectuer des expériences 
utilisant un gène rapporteur. Une combinaison d’approches transcriptomiques, protéiques, 
ainsi que l’utilisation d’outils de biologie moléculaire permettraient donc de mettre en 
évidence les mécanismes moléculaires régulés par les miARN. 
Comme nous venons de le mentionner, miR-29 régule la sécrétion de CXCL10 par les 
cellules dendritiques infectées par MTB. Cette cytokine est impliquée dans le recrutement des 
lymphocytes Th1 (Giacomini et al., 2006; Lande et al., 2003) qui sont particulièrement 
importants pour le contrôle de la croissance de la mycobactérie et la survie de l’hôte (Caruso 
et al., 1999; Flory et al., 1992; Scanga et al., 2000). Ainsi, l’implication de miR-29 dans des 
mécanismes moléculaires au sein des cellules dendritiques pourrait avoir des conséquences 
sur un large spectre de fonctions immunitaires. Ajouter au type d’approche que nous avons 
utilisé l’étude des propriétés plus complexes des cellules dendritiques comme la maturation, 
la phagocytose, la présentation de l’antigène, le recrutement d’autres types cellulaires ou 
encore la migration permettrait d’obtenir une vue d’ensemble du rôle des miARN dans la 
régulation de mécanismes cellulaires mis en jeu au cours de l’infection. 
Il a récemment été montré que les cellules pouvaient interagir entre elles par 
l’intermédiaire d’exosomes ou de microvésicules contenant des ANRm et des miARN 
(Valadi et al., 2007; Xu et al., 2013). Ce dialogue peut être restreint au microenvironnement 
dans lequel les cellules évoluent ou se faire sur une longue portée si ces vésicules sont 
transportées par les fluides corporels comme le sang. La présence des transcrits dans ces 
particules extracellulaires n’est pas aléatoire mais résulte d’un tri sélectif (Guduric-Fuchs et 
al., 2012). De plus, les miARN transportés par les exosomes sont fonctionnels dans les 
cellules intégrant ces vésicules (Montecalvo et al., 2012). Les cellules dendritiques utilisent 
ces dérivés de la voie d’endocytose pour communiquer entre elles (Montecalvo et al., 2012), 
ce qui laisserait supposer que certains des miARN que nous avons identifiés comme 
impliqués dans la réponse de ces cellules à l’infection par MTB pourraient avoir un effet non 
autonome cellulaire. Parmi ces miARN, miR-29 a été rapporté comme pouvant faire partie 
des transcrits localisés dans des microvésicules (Fabbri et al., 2012). Il est donc tentant de 
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spéculer que ce miARN induit suite à l’infection des cellules dendritiques par MTB peut 
participer à la régulation de fonctions d’autres cellules. Par exemple, 16 des cibles prédites de 
miR-29 sont impliquées dans la production du collagène. On peut donc émettre l’hypothèse 
que, suite à la stimulation par l’agent infectieux, la quantité de miR-29 augmente dans les 
microvésicules produites par les cellules dendritiques. Si ces particules sont incorporées par 
les fibroblastes, miR-29 pourrait participer à l’inhibition de la production de matrice 
extracellulaire par ces cellules, facilitant ainsi la migration des cellules dendritiques, propriété 
qui a été démontrée comme importante dans la réponse à la tuberculose (Curtis et al., 2015). 
Si cette idée est très spéculative, elle illustre les perspectives qu’apporte l’identification de ce 
nouveau type d’interaction entre cellules dans la compréhension des mécanismes 
immunitaires mobilisés au cours de l’infection. 
8. Introgression adaptative et contrôle génétique de l’expression des gènes
La combinaison de nos deux approches ouvre sur le rôle qu’aurait pu jouer l’introgression de 
variations génétiques provenant de génomes archaïques dans les régions intergéniques du 
génome des populations non africaines modernes. De forts taux d’ascendance 
néandertalienne sont retrouvés dans ces régions (Sankararaman et al., 2014). De plus, certains 
haplotypes présents dans les populations non africaines à fréquences modérées ainsi que chez 
les hommes archaïques portent des SNP non-codants, comme c’est le cas pour le gène de la 
dystrophine (Sankararaman et al., 2014; Yotova et al., 2011; Zietkiewicz et al., 2003). Les 
études d’associations entre variations génétiques et diversité phénotypique ont identifié de 
nombreux polymorphismes non-codants qui sont souvent liés à des différences d’expressions 
géniques (voir paragraphe suivant). De plus, les régions non-codantes seraient impliquées 
dans l’adaptation des organismes à leur environnement (voir la section 1.3 des conclusions et 
perspectives). On peut donc supposer qu’une partie de l’adaptation des populations actuelles 
à leur environnement pathogénique s’est faite grâce à l’introgression d’allèles archaïques 
dans les séquences régulatrices de l’expression des gènes impliqués dans l’immunité innée. 
Mettre en correspondance des données de contrôle génétique de l’expression génique 
et la liste d’allèles présentant un fort taux d’ascendance néandertalienne permettrait de tester 
cette hypothèse. Ces dernières années, nombre d’analyses basées sur un ensemble de 
matériels biologiques variés (Cheung et al., 2005; Dimas et al., 2009; Fairfax et al., 2014; 
Han et al., 2015; Hulur et al., 2015; Kwan et al., 2009; Lee et al., 2014; Naranbhai et al., 
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2015; Stranger et al., 2007; Vockley et al., 2015; Westra et al., 2015) ont mis en évidence 
l’étendue du contrôle génétique de l’expression génique ainsi que le fait qu’il puisse être 
spécifique d’un tissu ou d’un type cellulaire particulier. Cependant, peu de travaux se sont 
attelés à identifier le degré de variabilité d’un tel contrôle entre différentes populations 
humaines (Hartford et al., 2009; Spielman et al., 2007; Stranger et al., 2012). L’hypothèse 
d’une introgression adaptative d’allèles archaïques dans les régions régulatrices d’individus 
d’origines ethniques particulières impliquerait que ces variations pourraient participer à des 
différences d’expression génique inter-populationnelles. Cela souligne l’importance de 
développer des approches visant à identifier des eQTL spécifiques à différentes populations 
humaines dans un contexte large ou, dans le cadre de l’immunité, dans un contexte 
infectieux. De telles analyses permettraient de mieux comprendre l’origine des variabilités de 
réponse immunitaires entre populations ainsi que leurs mécanismes moléculaires. 
9. Conclusion générale
Le travail présenté dans cette thèse contribue à améliorer notre compréhension des causes 
génétiques des différences interindividuelles de réponse immunitaire innée qui sont observées 
chez l’Homme. Nos résultats apportent de nouvelles informations quant à l’histoire évolutive 
des gènes de l’immunité innée, traduisant de l’importance fonctionnelle de certains, de la 
participation d’autres à l’adaptation des populations humaines à leur environnement, et du 
maintien d’allèles d’origine archaïque qui auraient pu conférer un avantage sélectif à des 
groupes d’individus. De façon complémentaire, nous caractérisons l’implication des miARN 
dans la réponse immunitaire mise en place suite à l’infection par Mycobacterium 
tuberculosis, montrons leur rôle dans le contrôle de l’expression génique au cours de cette 
réponse, caractérisons le contrôle génétique de leur expression et estimons les effets de 
l’infection sur les interactions entre génoype et phénotype. L’ensemble des variations 
génétiques identifiées au cours de cette thèse définit un groupe de régions génomiques dont 
l’étude fonctionnelle permettra de révéler certains des mécanismes moléculaires et cellulaires 
qui participent aux différences de susceptibilité aux maladies infectieuses.  
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Abstract
The optimal coordination of the transcriptional response of host cells to infection is essential
for establishing appropriate immunological outcomes. In this context, the role of microRNAs
(miRNAs) – important epigenetic regulators of gene expression – in regulating mammalian
immune systems is increasingly well recognised. However, the expression dynamics of
miRNAs, and that of their isoforms, in response to infection remains largely unexplored.
Here, we characterized the genome-wide miRNA transcriptional responses of human den-
dritic cells, over time, to various mycobacteria differing in their virulence as well as to other
bacteria outside the genusMycobacterium, using small RNA-sequencing. We detected the
presence of a core temporal response to infection, shared across bacteria, comprising 49
miRNAs, highlighting a set of miRNAs that may play an essential role in the regulation of
basic cellular responses to stress. Despite such broadly shared expression dynamics, we
identified specific elements of variation in the miRNA response to infection across bacteria,
including a virulence-dependent induction of the miR-132/212 family in response to myco-
bacterial infections. We also found that infection has a strong impact on both the relative
abundance of the miRNA hairpin arms and the expression dynamics of miRNA isoforms.
That we observed broadly consistent changes in relative arm expression and isomiR distri-
bution across bacteria suggests that this additional, internal layer of variability in miRNA re-
sponses represents an additional source of subtle miRNA-mediated regulation upon
infection. Collectively, this study increases our understanding of the dynamism and role of
miRNAs in response to bacterial infection, revealing novel features of their internal variabili-
ty and identifying candidate miRNAs that may contribute to differences in the pathogenicity
of mycobacterial infections.
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Author Summary
MicroRNAs (miRNAs) are small, non-coding RNAs that regulate important cellular pro-
cesses by inhibiting the expression of gene targets. In recent years, it has become clear that
miRNAs play a critical role in the regulation of the immune response to infection, a highly
complex phenotype involving the activation of both generic and infection-specific re-
sponses. However, it remains unclear to what extent miRNAs are involved in the regula-
tion of these two types of response. Here, focusing on the miRNA response to
mycobacteria, pathogens of major public health importance, we present the first compara-
tive, deep sequencing-based analysis of the miRNA response to a panel of bacterial infec-
tions. We define a set of miRNAs that play an essential role in basic cellular responses to
stress and identify pathogen-specific miRNA responses that reflect mechanisms by which
certain pathogens interfere with the host response to infection. In addition, we show that
infection can alter the expression level and proportions of miRNA isoforms, transcripts
originating from the same miRNA but with slight differences in their nucleotide se-
quences. This study highlights a novel aspect of miRNA expression dynamics upon infec-
tion and increases our understanding of miRNA-mediated mechanisms involved in host
cellular responses to infection.
Introduction
The response of host cells to microbial infection or immune activation is among the most-well
studied examples of cellular responses to external stimuli. This response is characterised by
marked changes in gene expression [1–6], which require precise coordination to establish ap-
propriate immunological outcomes, ensuring maximal protection against infection while
avoiding tissue damage. The crucial role of microRNAs (miRNAs) – small regulatory RNAs
that mediate degradation or translational repression of thousands of target mRNAs [7–9] – in
regulating mammalian immune systems is increasingly well established. MiRNAs regulate the
development and function of immune cells and can have pro-inflammatory or anti-inflamma-
tory effects [10–14]. Furthermore, experimental data indicate that microbial infection alters the
miRNA repertoire of host cells [15,16] and that, when aberrantly expressed, miRNAs can con-
tribute to immunity-related pathological conditions, such as infectious or inflammatory dis-
eases, autoimmunity or cancer [12,14,17,18].
The advent of next-generation sequencing, in particular RNA-sequencing, has enabled the
exploration of a myriad of novel questions related to miRNA diversity. For example, besides
the detection of many novel miRNAs and the description of an increasingly broad array of
non-canonical biogenesis pathways producing functional miRNAs [19–21], RNA-seq studies
have highlighted the highly dynamic relative abundance of the 5p and 3p arms of the miRNA
duplex, a process known as arm-switching [22]. Indeed, following cleavage by Dicer, the
miRNA hairpin produces a*22-bp RNA duplex, one strand of which is preferentially incor-
porated into the RNA-induced silencing complex (RISC) as a mature, functional miRNA,
whereas the other strand has often been thought to be degraded [23]. Previously believed to be
static and dictated by the thermodynamic and structural properties of the duplex [24,25], the
choice of the dominant miRNA arm has recently been shown to be flexible across species, tis-
sues and developmental stages [22,26–31].
Deep sequencing has also revealed the presence of sequence variation among mature
miRNAs – known as isomiRs – shifting the view of miRNAs from single sequences to heteroge-
neous repertoires of multiple isoforms [32–34]. For a given miRNA, the distribution of
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different isomiRs appears to be non-random and can differ between tissues and developmental
stages [27,28,30,35–41]. Moreover, that isomiRs appear to act co-operatively with canonical
miRNA sequences, targeting common pathways to reduce the signal-to-noise ratio of mRNA
targeting [28], suggests that changes in their proportions may have functional implications for
gene regulation. Although these studies indicate that arm dominance and isomiR expression
are dynamic, the extent to which they can be altered by external stimuli, such as infection,
remains unknown.
The characterisation of the host miRNA responses to bacteria has progressed at a slower
pace than that of viral and parasitic infections [16], despite the fact that a number of bacteria
are responsible for some of the most devastating infectious diseases today. Notable among
these isMycobacterium tuberculosis (MTB), the aetiological agent of tuberculosis (TB), the
most deadly disease caused by a single bacterial agent [42]. A large number of miRNAs have
been recently described as being involved in the response to MTB and other mycobacteria [43–
55]. However, the highly heterogeneous nature of these studies—i.e., the use of different myco-
bacteria, experimental settings (patients, human cells, mice), cell types or tissues, and times
post-infection—has precluded any comparison among them, so a clear understanding of the
miRNA transcriptional response to MTB is missing. More generally, the extent to which alter-
ations in miRNA expression upon infection are specific to particular pathogens or strains, or
instead reflect general responses of host cells to infection, cell activation or inflammation re-
mains to be explored.
Here, we use deep sequencing to characterise the miRNA transcriptional response over time
of a key immune cell type – the dendritic cell (DC) – to various mycobacterial strains differing
in their virulence as well as to other intracellular bacteria outside theMycobacterium genus.
This global, unbiased approach provides a truly comparative picture of the miRNA repertoire,
including novel miRNAs, involved in immunity to MTB and, more broadly, bacteria. We de-
fined core bacterial miRNA responses, as well as responses shared between smaller groups of
pathogens or detected in a single condition that may reflect particular mechanisms of virulence
or suppression. Furthermore, we explored, for the first time, the extent to which infection im-
pacts both the relative abundance of the arms of the miRNA hairpin and the expression dy-
namics of miRNA isoforms.
Results
Expression of annotated and novel miRNAs in dendritic cells
To assess the variability of the genome-wide miRNA response to infection, we exposed human
monocyte-derived DCs from healthy donors to a diverse set of bacterial species. This panel in-
cluded three bacteria of theMycobacterium tuberculosis complex (MTBC), a group of closely
related mycobacteria that cause TB in humans or other species. Specifically, we used two viru-
lent strains ofMycobacterium tuberculosis – the reference strain H37Rv of the Euro-American
lineage (MTB-Rv) and a member of the Beijing strain of the East Asian lineage (MTB-Bj) – as
well as the attenuated strainMycobacterium bovis BCG (BCG), widely used as a vaccine against
TB. In addition, we included a Gram-positive species, Staphylococcus epidermidis (STP), and
two Gram-negative bacteria, Salmonella typhimurium (SLM) and Yersinia pseudotuberculosis
(YRS) (S1 Fig.). To study variation in miRNA transcript levels at high resolution, we performed
small RNA-sequencing (sRNA-seq) from matched non-infected and infected cells at three time
points (4h, 18h and 48h). In total, we generated 1.1 billion reads of 50 bp, corresponding to 116
samples with an average of 9.1 million reads per sample after filtering (GSE64142). Of these,
98% were mappable to the human genome while 85% of reads mapped to miRNAs in miRBase
v20 (www.mirbase.org).
Dynamics of miRNA Expression upon Infection
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Following processing of the data (Methods and S1 Fig.), we detected 387 annotated miRNAs
that were present in three or more donors in at least one experimental condition (i.e. cells in-
fected with a given bacterium, or left uninfected, at a given time point) at a depth 50 reads
(S1 Table). To identify putative novel miRNAs, we applied a two-step discovery and quantifica-
tion approach using miRDeep2 [56] (see Methods). Of the 369 predicted hairpins, we detected
18 putative mature miRNAs that were present at a depth 50 reads in three or more donors in
at least one experimental condition (S2 Fig.). Of these, 5 corresponded to known snoRNAs, 8
were located in introns, 4 were antisense to genes and 1 was intergenic (S2 Table). Together,
this dataset presents a comprehensive, unbiased characterisation of the miRome of steady-state
and activated DCs.
Highly overlapping miRNA responses to diverse bacterial infections
To identify miRNAs whose expression was altered after bacterial infection, we compared in-
fected samples to the corresponding non-infected time point using the package DESeq [57]. A
total of 152 miRNAs (38%), of which 145 were previously annotated and 7 were novel, were
significantly differentially expressed (FDR-adjusted p<0.01 and |log2 fold change|>1) upon
encounter with at least one of the six bacteria. For all bacteria, the number of differentially ex-
pressed miRNAs increased over time (Fig. 1A and S1 Table). The bacteria that showed the
greatest impact on miRNA expression were YRS, MTB-Bj and MTB-Rv (“high-responders”),
while BCG, SLM and STP elicited more modest responses (“low-responders”) (Fig. 1A). In ad-
dition, unsupervised hierarchical clustering clearly separated experimental conditions into
three distinct clusters corresponding to the length of infection, with all non-infected conditions
clustering with the 4h time point (Fig. 1B), consistent with principle component analysis (S3
Fig.). Overall, these results suggest that the length of infection is a stronger driver of the
miRNA response than the identity of the bacterium.
To qualitatively assess the similarity of miRNA responses to the various bacterial infections,
we studied the overlap of differentially expressed miRNA sets. We found that over 30% of miR-
NAs were differentially expressed upon infection with five or more different bacteria, with over
80% shared between at least two independent infections (Fig. 1C). To avoid inflating the dis-
similarities between bacteria due to slight differences in fold changes, which were generally
highly correlated (S4 Fig.), we also defined miRNAs as significantly differentially expressed
when the absolute log2 fold change was less than 1 if in at least one other experimental condi-
tion the change upon infection exceeded this cut-off. Using this threshold, 64% of differentially
expressed miRNAs were altered upon infection with at least five of the six bacteria (Fig. 1C).
Consistent with their close genetic similarity, MTBC bacteria showed highly overlapping
miRNA responses (Fig. 1D). At the same time, less than 10% of miRNAs differentially express-
ed following MTB-Rv infection were unique to this bacterium, taken as a representative of the
MTBC, when compared to more distantly related, non-mycobacterial infections (Fig. 1E).
Overall, these results suggest a remarkably consistent miRNA response across diverse
bacterial pathogens.
Temporal miRNA dynamics identifies a core response to bacterial
infection
We next investigated whether miRNAs that were differentially expressed upon infection
showed similar temporal responses across bacteria, using the Short Time-series Expression
Miner (STEM) [58,59]. This program, specifically designed for short time-series datasets, uses
the changes in expression observed at each time point to cluster miRNAs according to a set of
pre-determined model temporal response profiles. We identified 14 miRNAs that were
Dynamics of miRNA Expression upon Infection
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assigned to the same model profiles in all bacteria and 35 additional miRNAs that were as-
signed to highly correlated model profiles in all bacteria (see Methods, Fig. 2A and S3 Table).
These 49 miRNAs, which represent the basis of the core miRNA response to bacterial infection
in DCs, comprised 27 miRNAs that were upregulated upon infection, 21 that were downregu-
lated and one, miR-222-5p, which was upregulated at 4h but downregulated at later time
points. In addition, two novel miRNAs (chr6_41188-5p and chr19_18208-5p) were assigned to
highly correlated model profiles in all bacteria (S5 Fig.). To check that these core response
Fig 1. Differential expression of miRNAs in DCs upon infection with a panel of bacteria. (A) Numbers of significantly differentially expressed miRNAs
upon infection at each time point for each bacterium. As we did not have expression profiles for the 48h time point for STP infection, this point is missing from
the plot. (B) Heatmap illustrating the hierarchical clustering of experimental conditions based on the mean expression levels of the 50 most variable miRNAs.
(C) Overlap of differentially expressed miRNAs between bacteria using two different significance cut-offs. Left-bar shows overlap using a single cut-off of
FDR-adjusted p<0.01 and |log2 fold change|>1, while the right bar shows the overlap using a secondary cut-off where a miRNA was called as significant if
the absolute log2 fold change was less than 1, if it passed the first more stringent fold-change cut-off upon infection with at least one of the six bacteria. (D and
E) Venn diagrams showing the overlap of significantly differentially expressed miRNAs between bacteria of the MTBC (D) and between MTB-Rv and all other
non-mycobacterial infections (E).
doi:10.1371/journal.pgen.1005064.g001
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miRNAs indeed showed consistent responses across bacteria, we chose to test two of
them –miR-155-5p and miR-92b-3p – by qPCR and confirmed our observations (S6A Fig.).
To provide insight into the impact of this core miRNA response on innate immune cell func-
tion, we performed gene ontology category enrichment analysis for gene targets of core miRNAs
as predicted by TargetScan [9]. We further restricted our analysis to those targets whose mRNA
transcripts have been found to interact with the miRNAs concerned in at least three independent
CLIP-seq experiments [60]. We found that a number of relevant biological processes showed
some enrichment in high-confidence targets of up-regulated miRNAs, most notably “cellular re-
sponse to lipopolysaccharide” (S4 Table), while no enrichment was found in high-confidence tar-
gets of down-regulated miRNAs. To complement this analysis, we used miRNA and mRNA
expression profiles from a previous study in the same cellular system uponMTB-Rv infection
[55], to delineate mRNAs whose expression was significantly correlated with that of our core re-
sponse miRNAs. Interestingly, mRNAs correlated with four core response miRNAs –miR-155–
5p, miR-505–3p, miR-7-5p and miR-940 – showed an enrichment in innate immune functions
(e.g. innate immune response, immune system process and response to bacterium) [55].
We next used hierarchical clustering to assess the correlation structure among core response
miRNAs (Methods). Using the dynamic tree cut algorithm [61], we identified six clusters of
highly correlated miRNAs (S3 Table). The two largest clusters contained 20 and 17 miRNAs,
respectively. To identify upstream regulators that may explain the coexpression of miRNAs in
Fig 2. Shared and specific miRNA responses to bacterial infection. (A) Plots of the temporal dynamics of two core response miRNAs. As we did not have
expression profiles for the 48h time point for STP infection, this bacterium was excluded from the analysis. (B) Multidimensional scaling analysis (MDS)
representing the distances between the temporal miRNA responses to different bacterial infections. Distances were based on the sum of edit distances, for
each miRNA, between bacteria using STEM-assigned model temporal profiles. (C) The expression of miR-132-3p increased following infection with MTB-Rv
and MTB-Bj but not BCG. Transformation of BCG with RD1 fromMTB resulted in a significant increase in miR-132-3p expression, not significantly different to
that induced by MTB-Rv. Both MTB-Ra and MTB-Hk showed significantly lower miR-132-3p expression than virulent mycobacteria. (D) The induction of miR-
212-3p was significantly higher following BCG::RD1 infection, compared to infection with control BCG, and was not significantly different to the response to
MTB-Rv. Though the difference between the induction of this miRNA upon infection with virulent or avirulent MTB strains was not significant, the tendencies
observed were consistent with miR-132-3p. Significance was calculated using a Mann-Whitney test (* = p< 0.05).
doi:10.1371/journal.pgen.1005064.g002
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these two large clusters, we searched for an enrichment of transcription factor binding in the
regions surrounding these miRNAs (Methods). Using transcriptional regulatory relationships
from ChIP-seq data obtained from ChIPBase [62], we found that hairpins coding for core re-
sponse miRNAs belonging to the largest of these clusters (i.e., cluster 1 in S3 Table) were most
strongly enriched in the binding of the transcription factor MED12 in their promoter regions
(p = 4×10–3). Interestingly,MED12 has been found to be significantly upregulated upon MTB
infection of DCs [63], suggesting a role of this gene in the regulation of this miRNA cluster in
response to bacterial infection.
Distinct miRNA signatures in response to infection by virulent
mycobacteria
Despite the generally strong similarity of miRNA responses to all bacteria in our panel (Fig. 1),
closer examination revealed a number of more subtle signatures of variability that could be re-
lated to differences between bacteria. At the genome-wide level, hierarchical clustering based
on miRNA expression levels indicated the presence of sub-clustering at each time point, with
some bacteria showing more similar expression profiles following infection (Fig. 1B). This sub-
clustering was further supported by a multidimensional scaling analysis (MDS) using the sum
of edit distances calculated for each miRNA between bacteria based on their STEMmodel tem-
poral response profiles (Methods). This showed a strong similarity between the responses to
the two virulent MTBC bacteria (MTB-Rv and MTB-Bj), while the response to the attenuated
BCG was intermediate between those of MTB-Rv and SLM (Fig. 2B). The separation of YRS in
coordinate 1, indicating that the miRNA response to this bacterium was the most distinctive,
may be due to the secretion of Yersinia outer proteins (Yops), which are unique to this bacteri-
um and have previously been described to modulate host signalling pathways [64].
To further identify miRNA responses that were specific to virulent MTBC (vMTBC) bacte-
ria, we fitted a generalized linear mixed model to test for the effect of infection with a vMTBC
strain, while accounting for variability between infection conditions (Methods). We found that
the magnitude of the response of 6, 5 and 14 miRNAs, at 4h, 18h and 48h respectively, was spe-
cific to infection with MTB-Rv and MTB-Bj (FDR-adjusted p< 0.01; S5 Table). This suggests
that these miRNAs are part of a virulence-dependent response to mycobacterial infections.
Of the 20 miRNAs that showed a vMTBC-specific response, it is worth noting the presence
of miR-132-3p, the only miRNA that was significant at all time points. This miRNA has previ-
ously been implicated in the regulation of the inflammatory response [65]. Additionally, both
arms of miR-212—the other member of the miR-132/212 family due to their sequence homolo-
gy and co-localisation on chromosome 17p13.3—also showed a vMTBC-specific response at
18h or 48h. To further investigate the role of virulence in the altered expression of the miR-
132/212 family, we studied their response to an extended set of mycobacterial strains that differ
in their virulence (Methods). Interestingly, we found that the attenuation and/or inactivation
of MTB leads to a significantly lower induction of miR-132–3p, and to a lesser extent miR-
212–3p, compared to virulent mycobacteria (Fig. 2C,D and S6 Table). Furthermore, infection
with BCG::RD1 – a recombinant strain of BCG containing the RD1 locus, the absence of which
accounts, to a large extent, for the attenuation of BCG [66] – significantly increased the induc-
tion of miR-132-3p and miR-212-3p, with respect to BCG, attaining a level that was not signifi-
cantly different from cells infected with the virulent strains (Fig. 2C,D and S6 Table). Overall,
these results indicate that the altered expression of the miR-132/miR-212 family is dependent
on mycobacterial virulence and, more specifically, that the presence of the virulence-associated
RD1 locus is sufficient to account for the stronger induction of the miR-132/212 family among
virulent mycobacteria.
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Infection induces changes in the relative expression of the arms of the
miRNA hairpin
We next sought to move beyond considering miRNAs as single units to assess the impact of in-
fection on other aspects of miRNA dynamics, from the broader context of the miRNA hairpin
to the finer level of internal sequence variability. We first assessed whether infection induces
changes in the relative expression of sequences derived from the 5p and 3p arms of the miRNA
hairpin. In general, we found that one of the two arms is usually highly dominant. Of the 341
detected mature miRNAs that had a unique genomic alignment, 63% had only one arm ex-
pressed at detectable levels, of which one third had no annotated second sequence (Fig. 3A). Of
the remaining 27%, 78% had at least a 10-fold dominance of one of the two arms, while only
Fig 3. Changes in relative miRNA arm expression upon infection. (A) Detection and relative expression
of miRNA hairpin arms. Stacked bar plot shows the proportion of detected miRNA hairpins for which either
one or both mature miRNA sequences were detected. Density plot shows the distribution of log2 expression
ratios for hairpins where both arms were expressed. (B) An example of one miRNA, miR-361, which showed
a strong infection-dependent change in relative arm expression. Axes show the expression of the 3p and 5p
arms of all sequenced individuals at each time point. In each panel, colours denote the different time points,
and infection conditions are plotted in separate panels. The displacement of points towards the right of the
plot in infected samples at later time points shows that the change in the expression ratio of the two arms is
due to the increased expression of the 3p arm that, in some conditions, becomes dominant.
doi:10.1371/journal.pgen.1005064.g003
Dynamics of miRNA Expression upon Infection
PLOS Genetics | DOI:10.1371/journal.pgen.1005064 March 20, 2015 8 / 25
236
15% showed less than a 2-fold difference between the expression levels of the two arms
(Fig. 3A). These figures, however, are likely to underestimate the true dominance as we applied
the same expression criteria for the detection of both arms of the hairpin.
We then examined the extent to which infection alters the relative expression of the arms of
the miRNA hairpin for the 92 miRNAs for which both arms were detected (Methods). We de-
tected 40 miRNAs that showed a significant change in relative arm expression in at least one
experimental condition (FDR-corrected p< 0.01), with changes being broadly consistent, in
tendency if not in statistical significance, across all bacteria (S7 Table). The majority of these
changes grew in magnitude over time. Indeed, 13 hairpins showed differences in relative arm
expression between time points in non-infected samples (p<0.01), suggesting that time also
has a marked, albeit more modest, impact on this feature of miRNA abundance. Of the 27 hair-
pins (30% of those tested) for which the observed change in the relative expression of the hair-
pin arms was exclusively associated with infection, three of them (miR-199b, miR-361, miR-
582) showed a change in the identity of the dominant miRNA arm upon infection with at least
one bacterium (Fig. 3B, S7 Fig. and S7 Table). In most conditions, this change reflected the loss
of arm dominance due to a change in the abundance of one of the two arms. However, in two
cases (miR-361 and miR-582 expression following YRS infection for 48h) we observed a clear
switch in the dominant miRNA sequence. To validate these observations, we measured the ex-
pression of one arm-switch miRNA –miR-361 – by qPCR, and obtained a highly concordant
tendency of the change in relative expression upon infection (S6B Fig.).
Abundant changes in isomiR diversity in response to infection
We finally explored the internal sequence diversity of expressed miRNAs (i.e., isomiRs) at the
steady-state and upon infection. In general, we detected much greater variability in the end site
of isomiRs compared to their start positions (S8A Fig.). Moreover, this variability was depen-
dent on the hairpin arm from which a miRNA was derived, with greater start-site variability
among 3p miRNAs and greater end site variability in 5p miRNAs (p = 3.39×10−14 and
p = 3.15×10−20, respectively; S8B Fig.). We next classified reads aligning to miRNAs into six
groups according to their differences from the canonical miRNA sequence (Fig. 4A). We found
that the canonical sequence was the dominant isomiR for only*50% of miRNAs, with the
most common alteration being a change in the end position of the miRNA (3PC), a pattern
that was consistently observed across conditions (Fig. 4B and S9 Fig.). Additionally, we ob-
served high isomiR diversity for most miRNAs with the dominant read accounting for only
half (median = 49.9%) of all reads aligning to a given miRNA (Fig. 4C).
To assess the impact of infection at the level of individual isomiRs, we searched for differen-
tially expressed isomiRs using DESeq (see Methods) and detected 1,595 isomiRs, correspond-
ing to 235 miRNAs, whose expression was altered upon infection (FDR-corrected p-
value< 0.01 and |log2 fold change|> 1) (S8 Table). We found a significant overlap between
these miRNAs and those that were differentially expressed at the level of total miRNA expres-
sion across experimental conditions (p-values = 1.15×10−4–2.03×10−10). However, we detected
132 additional miRNAs that show a response to infection at the isomiR level yet are missed
when searching only for expression changes at the total miRNA level. Such changes may reflect
(i) modest changes in the expression of one or a small number of isoforms that do not have a
sufficiently strong cumulative effect on total miRNA levels to be detected, or (ii) changes in the
relative proportions of isomiRs upon infection that do not result in an appreciable net gain or
loss of reads aligning to the miRNA. When we tested for such changes in the relative expression
of isomiRs in response to infection (see Methods), we identified 146 miRNAs that showed a
significant change in isomiR proportions upon infection with at least one bacterium (S9
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Table). Interestingly, although miRNAs showing changes in isomiR distribution upon infection
showed a significant overlap with miRNAs that had one or more significantly differentially ex-
pressed isoforms (p-values = 2.48×10−5–7.27×10−10), we found only limited overlap between
miRNAs showing changes in isomiR distribution and miRNAs that were differentially express-
ed at the whole miRNA level (p-values = 0.045–1), suggesting that this approach captures an
additional aspect of miRNA variation in response to infection.
Changes in isomiR distribution increased over time and were strongly overlapping across
bacteria, with only 22% unique to a single bacterial infection (Fig. 4D). For a subset of these
Fig 4. Dynamic expression of miRNA isomiRs upon infection. (A) Classification of isomiRs depending on their difference from the annotated mature
miRNA sequence (based on [28]). (B) Cumulative barplots showing the proportion of miRNAs for which the dominant sequence was the canonical sequence
or, instead, one of six classes of isomiR. Data shown is for 18h post-infection, for other time points see S9 Fig. (C) Histogram showing the meanmiRNA
diversity (expression of dominant isomiR / total expression of miRNA) across all experimental conditions. (D) Venn diagram showing the overlap of miRNAs
showing a significant change in isomiR distribution upon infection with different bacteria. Due to the smaller sample size, we did not perform the analysis
upon STP infection. We obtained no significant changes in isomiR distribution following SLM infection, as one individual did not respond to infection (S3 Fig.).
(E) Examples of the two characteristic profiles observed for miRNAs showing a change in isomiR distribution upon infection; top: a difference in the
proportional expression of each isomiR upon infection, bottom: a change in the dominant isomiR upon infection. Examples are taken fromMTB-Rv infection
at 48h. Each line represents an individual isomiR and the proportion of the total miRNA expression level accounted for by each isomiR, per donor, is shown
before (black dots) and after (red dots) infection. Points are joined together for legibility. (F) The distribution of starting bases of reads aligning to miR-191-3p,
which showed a seed shift upon infection with MTB-Rv, MTB-Bj and YRS. Before infection (left), less than 20% of reads start at the first “G” position of the
canonical sequence, whereas after infection (right), over 50% of reads start at this position. Proportions of aligned reads shown in the figure are following
MTB-Rv infection at 48h.
doi:10.1371/journal.pgen.1005064.g004
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miRNAs, this change in isomiR distribution involved a change in the dominant isomiR se-
quence between non-infected and infected samples (Fig. 4E and S10 Table). For those miRNAs
where the canonical miRNA was the dominant sequence in one of the two conditions (*70%
of cases), a switch from the canonical sequence before infection to a non-canonical isoform
upon infection was 3× more common than the reverse trend. Consistent with the expression
levels of different isomiR classes, the majority of dominant isomiR switches (77–100% per con-
dition) involved a change in the 3’ terminus of the most abundant sequence. Interestingly, we
identified seven miRNAs –miR-98-3p, miR-140–3p, miR-191-3p, miR-342-5p, miR-548e-5p
and miR-2116–3p – that showed a change in the 5’ start site of the dominant sequence upon in-
fection with one or more bacteria (Fig. 4F).
To assess the impact of a change in the 5’ start site, and hence the functional seed sequence,
on potential miRNA targets, we used TargetScan’s custom target prediction [67]. We found
that 45–87% (mean 71%) of the predicted targets of the annotated miRNA sequence are not
predicted targets of the alternative 5’ shift isomiR, suggesting that these isomiR changes could
profoundly impact upon miRNA-mediated functions. In addition, that miRNAs showing
changes in isomiR distribution in response to infection were highly expressed compared to ge-
nome-wide miRNA expression levels (Mann-Whitney p-values 8.13×10−4–2.88×10−9) suggests
that these changes are sufficiently highly abundant to be of functional relevance. These results,
together with our observation that infection can also lead to changes in the relative abundance
of the hairpin arms, indicate an even greater dynamism in the regulation of miRNA expression
than previously appreciated.
Discussion
In this study, we have shown that the miRNA repertoire involved in the host cellular response
to infection is highly similar across a set of different bacteria, both qualitatively – in the identi-
ties of differentially expressed miRNAs – and quantitatively – in the high concordance of their
expression dynamics upon infection and over time (Fig. 1 and Fig. 2). Specifically, we found
that less than 10% of differentially expressed miRNAs are unique to a single bacterium, and de-
fined a set of 49 miRNAs – one third of all differentially expressed miRNAs – that characterises
a core response to bacterial infection. Such temporally conserved miRNA responses across bac-
teria, despite their genetic diversity and differing strategies to manipulate host cell functions
[68–70], most likely reflect the activation of common or convergent signalling pathways in re-
sponse to infection, as has been shown for mRNAs [3,71,72]. For example, the expression of
two core response miRNAs—miR-155-5p and let-7i-3p – is known to be induced by the activa-
tion of TLRs, key innate immunity receptors that recognise a diverse array of microbial prod-
ucts and the signalling of which is regulated, in part, by miRNAs [73,74].
The consistent changes observed among core miRNAs upon infection raises the question of
whether such changes are essential for establishing and maintaining an effective immune re-
sponse to infection. Though the importance of a small number of miRNAs for the immune re-
sponse has been described [12,74–76], our understanding of the roles played by miRNAs in the
regulation of this and other biological processes remains limited. Some insight can be gained
from the study of computationally predicted miRNA targets, however the limited complemen-
tarity of animal miRNAs and target sites makes this challenging [7,8]. Additionally, such
computational tools are restricted by our current knowledge of the rules of miRNA targeting
and do not account for cell-specific interactions, limitations that are reflected in the high false
positive and false negative rates of such algorithms [77]. Targets have also been identified
through a range of experimental approaches, each of which carry their own limitations [78],
and, critically, few targets have been functionally validated. Despite these limitations, the
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enrichment analyses of both predicted targets and correlated mRNAs, as well as existing
knowledge of the function of some miRNAs, point to the involvement of our set of core re-
sponse miRNAs in the innate immune response. This suggests that this miRNA response plays
a genuine role in the regulation of basic cellular responses to stress, at least in DCs, rather than
being a side effect of the immunological changes following infection.
Our results also revealed some important elements of variability in miRNA transcriptional
responses between bacteria that may provide insight into bacterial pathogenesis. In this con-
text, we demonstrated that the induction of the miR-132/212 family characterises the response
to virulent mycobacteria and is dependent on the presence of the virulence-associated RD1
locus (Fig. 2C,D). Moreover, the reduced induction of miR-132/212 after infection with an at-
tenuated strain that secretes lower levels of the RD1-encoded virulence effector protein ESAT-
6 [79] indicates that such an induction is associated with the secretion of this virulence factor.
These results raise questions regarding the underlying mechanisms and potential functional
consequences of this response, and of the other virulence-dependent miRNA signatures we
identified. For example, in light of the role of miR-132 in the negative regulation of the inflam-
matory response [65,74,80], it is tempting to speculate that the stronger miR-132 induction we
observe contributes to the dampening of the early inflammatory response to infection by viru-
lent mycobacteria. Interestingly, reduced early inflammatory responses have been observed in
response to modern MTBC lineages, which include MTB-Rv and MTB-Bj, and have been asso-
ciated with faster progression and increased virulence in macrophages [81]. Further experi-
mental work is now needed to substantiate this hypothesis and, more generally, to identify the
specific mycobacterial virulence factors associated with host miRNA expression dynamics.
One of the most interesting findings of our study, made possible by the use of sRNA-seq, is
that infection induces changes in both the relative expression of the arms of the miRNA duplex
and the distribution of isomiRs (Fig. 3 and Fig. 4). In particular, the induction of strong
changes in isomiR distributions, which were highly concordant across individuals and bacteria,
highlights the dynamism of miRNA biogenesis and raises important questions regarding the
regulation of this process. Several features of our results strongly support that these sequence
variants represent true isomiRs showing genuine, infection-dependent changes in their distri-
bution and expression. The isomiRs that we report are expressed at appreciable frequencies
and involve more frequent changes at the 3’ end of the sequence (S8A Fig.), consistent with the
conservation of the seed region [82], which are concordant with known post-transcriptional
modifications of miRNAs, such as the non-template addition of, exclusively, “A” and “T” nu-
cleotides [83,84]. In addition, the inverse differences in start and end site variability between
miRNAs derived from 3p and 5p arms of the miRNA hairpin (S8B Fig.), supports a greater
specificity of Drosha, compared to Dicer, cleavage, as recently suggested [37,41]. More impor-
tantly, although specific sequence variants could, theoretically, be the result of errors in the
trimming of the sequencing adaptors, these would be expected to occur systematically across
conditions and cannot therefore account for the reproducible differences in isomiR expression
and/or proportions observed between non-infected and infected cells.
Our results suggest that infection, or the cellular response it elicits, alters one or more of the
cellular processes that regulate miRNA expression and isomiR production. The control of
miRNA homeostasis is a highly complex and dynamic process involving the transcriptional
and post-transcriptional regulation of miRNA expression, biogenesis, loading and decay
[19,23]. Even a slight disruption of any of these highly integrated stages could have profound
yet variable consequences for miRNA abundance and isomiR diversity as well as, potentially,
miRNA functions. For example, isomiR-generating post-transcriptional modifications such as
nucleolytic trimming and 3’ uridylation and adenylation have been associated with changes in
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miRNA stability, loading into the miRISC complex and target gene expression [32,35,83–86],
and some viruses have been shown to interfere with these processes [87].
We also found that some miRNAs, including miR-191-3p and miR-342-5p, show a seed
shift upon infection. Seed shift isomiRs can have distinct, though overlapping, sets of target
genes [28,84,88], as highlighted by our results that show a modest 30% overlap between shifted
and canonical sequences, suggesting that the targeting properties of these miRNAs are altered
upon infection. More broadly, that the majority of changes at the isomiR level were not de-
tected at the whole miRNA level highlights that focusing only on total miRNA expression
misses potentially important changes in miRNA regulation. However, it should be kept in
mind that*85% of all miRNAs had at least one differentially expressed isomiR, emphasising
the need to understand further how much of this variability is tolerated by the cell without any
biological impact on gene regulation.
In conclusion, our study has reported extensive changes in miRNA expression upon infec-
tion that are highly concordant across diverse bacteria and over time. Our results represent the
most comprehensive, unbiased view of the similarities in miRNA responses between bacteria
to date, and highlight common miRNA-mediated mechanisms that are likely to be essential in
the cellular response to stress. Conversely, the detected differences between bacteria may reflect
more subtle variations in magnitude and tempo that could, nonetheless, impact on bacterial
pathogenesis, such as the case of the induction miR-132-3p. Overall, our findings highlight a
novel aspect of miRNA expression dynamics upon infection and increase our understanding of
miRNA-mediated mechanisms involved in host cellular responses to infection. In doing so,
they provide new perspectives concerning the ways in which infection leads to changes in cellu-
lar processes that regulate miRNA expression and isomiR production.
Materials and Methods
Ethics statement
Blood samples from nine healthy donors were obtained from the Etablissement Français du
Sang. Signed, written consent was obtained from all individuals. The biobank has been declared
to and recorded by both the French Ministry of Research and the French Ethics Committee
under the reference DC-2008-68 collection 2.
Bacterial preparation
We infected DCs from six individuals with a panel of six bacteria comprised of: two strains of
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv and GC1237),Mycobacterium bovis-BCG Pasteur, Salmo-
nella typhimurium strain Keller, Yersinia pseudotuberculosis and Staphylococcus epidermidis
(MTB-Rv, MTB-Bj, BCG, SLM, YRS and STP, respectively). Mycobacteria were grown from a
frozen stock to mid-log phase in 7H9 medium supplemented with albumin-dextrose-catalase
(Difco). Liquid cultures were grown for up to 12 days and stored at −80°C in 1–2ml aliquots
with 10% glycerol. Aliquots were thawed 1 week before infection and bacteria were grown to
mid-log phase. Before infection, bacteria were washed 2 times with and re-suspended in 1ml of
PBS. Mycobacterial clumps were disassociated by passages through a needle, followed by 5
minutes of sedimentation. Clinical isolates of SLM, STP and YRS were grown on Luria-Bertani
agar and stored at −80°C. One day before infection, aliquots were thawed and bacteria grown
overnight. 1ml of bacterial culture was grown to mid-log phase shortly prior to infection. Bac-
terial density in the supernatants was checked at OD600 and confirmed by counting colony-
forming units. We infected DCs from three additional individuals with a second panel of six
MTBC bacteria comprised of: BCG transformed with the empty cosmid pYUB (BCG) or the
same cosmid containing RD1 (BCG::RD1),Mycobacterium tuberculosis H37Ra (MTB-Ra), a
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non-virulent strain of MTB, heat-killed Mycobacterium tuberculosis H37Rv (MTB-Hk),
MTB-Rv and MTB-Bj. All strains were prepared as described above for mycobacteria.
Isolation and infection of DCs
Blood mononuclear cells were isolated by Ficoll-Paque centrifugation. Monocytes were puri-
fied from peripheral blood mononuclear cells by positive selection with magnetic CD14
MicroBeads (Miltenyi Biotech). Monocytes were then cultured for 5 days in RPMI-1640 (Invi-
trogen) supplemented with 10% heat-inactivated FCS (Dutscher), L-glutamine (Invitrogen),
GM-CSF (20 ng/mL; Immunotools), and IL-4 (20 ng/mL; Immunotools). Cell cultures were
fed every 2 days with complete medium supplemented with the cytokines previously men-
tioned. The resulting monocyte-derived DCs were infected (*2×106 cells per condition) at an
MOI of 1:1 with one of the bacterial panel, or left uninfected, for 1h at 37°C. The cells infected
with bacteria of the first panel, or left uninfected, were washed and cultured for a further hour
with 50μg/ml gentamycin. The cells were then washed a second time and cultured in complete
medium with 5μg/ml gentamycin for an additional 4h, 18h and 48h. In total, we assessed 21
conditions per individual: seven infection conditions (six bacterial infections plus non-infected
cells) at three different time points. Due to material limitations and the proliferation rate of the
bacteria, we were only able to perform infections and/or recover cells for four of the six individ-
uals and only at 4h and 18h after infection with STP, giving a final total of 116 samples. The
cells infected with bacteria of the second panel, or left uninfected, were cultured in complete
medium, without gentamycin, for an additional 18h.
Library preparation and sequencing
Total RNA was extracted using the miRNeasy kit (Qiagen). RNA quantity was assessed using
the Qubit (Life Technologies) and RNA quality was assessed using the Agilent 2100 Bioanaly-
zer with the Nano chip (Agilent Technologies). All samples were of very high quality and
showed no signs of degradation (mean RNA integrity number = 9). Sequencing libraries were
prepared for each of the 116 samples using the Illumina TruSeq protocol following isolation of
low molecular weight (small) RNA fragments. Once prepared, indexed cDNA libraries were
pooled (8 or 12 libraries per pool) in equimolar amounts and sequenced with single-end 50bp
reads on the Illumina HiSeq2000.
Pre-processing of raw sequencing reads
Raw reads were first assigned to individual samples based on their multiplexing index, allowing
for 1 mismatch. We obtained an average of 11.9 million raw reads per sample with a minimum
yield of 6.3 million reads. Next, sequences matching the 3’ adaptor sequence were identified
and trimmed. A minimummatching of the 6 first bases of the adaptor sequence was required
giving reads with final real lengths of 0 to 44 bases. Sequence quality was assessed and subse-
quent processing performed in R using the Bioconductor package ShortRead [89]. Specifically,
we confirmed that base quality (Q) values and per-base GC distributions were within expected
ranges and that read length distributions showed an enrichment of reads of the same length as
mammalian miRNAs (*22 bases) (S10 Fig.). We further removed repetitive and low complex-
ity reads. Specifically, we discarded all reads that contained a mononucleotide repeat longer
than 10 bases, and those that were>75% mono-, di- or tri-nucleotide repeat or>20% “N”
bases. Lastly, we discarded all reads shorter than 16 or longer than 26 bases, corresponding to
the length distribution of mammalian miRNAs. After these filtering steps, we obtained an aver-
age of 9.1 million (minimum 3.8 million) clean, short reads per sample that were used for small
RNA quantification.
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Sequence alignment
Sequences were aligned to the human reference genome (build GRCh37/hg19) using bowtie
(version 0.12.7) [90]. We mapped reads allowing for 2 mismatches (-v 2) and reported all best
alignments for reads that mapped equally well to more than one genomic location (-a—best —
strata). We suppressed reads with more than 50 possible alignments (-m 50). On average, 98%
of reads aligned to the human genome, of which 65% aligned uniquely. As miRNAs are short
and tend to occur in families that share highly similar sequences, they are particularly suscepti-
ble to spurious multiple alignments, a phenomenon called cross-mapping. Around 35% of
reads in the present dataset had more than one best alignment. To avoid cross-mapping arte-
facts, we used a correction strategy that assigns weights to each of the candidate mapping loci
of multiply aligning reads [91]. Weights were calculated based on local expression levels and
mismatches in the alignment. Python scripts were obtained from the authors and imple-
mented, without modification, as described in the original manuscript [91].
Prediction of novel miRNAs
We used the program miRDeep2 [56] to detect putative novel miRNAs in our data using a
two-step approach. First, we used the mapper module to map all reads to the human reference
genome (build GRCh37/hg19) using bowtie (version 0.12.7) with default miRDeep2 alignment
parameters [56]. We ran the module on fastq files from all 116 samples by specifying a config
file containing a unique identifier for each sample. We removed all sequences containing a
base other than A, C, T, G, U or N, collapsed identical reads and output the pooled dataset in
fasta format (mapper.pl –d –e –j –h –m –p). We then used the miRDeep2 module to identify
novel and known miRNAs in the pooled set of aligned reads from all 116 samples. All reference
files containing either mature or precursor sequences of known miRNAs were from miRBase
v20, thus we used the –P flag to specify that miRBase identifiers are in post-v18 “5p” and “3p”
format. We considered Pan troglodytes, Pan paniscus, Gorilla gorilla and Pongo pygmaeus as re-
lated species, as described in the miRDeep2 paper [56]. We validated the miRDeep2 mapping
and quantification algorithms by comparing read counts of known miRNAs with our own and
confirmed that these were highly correlated. We defined a set of high-confidence putative
novel miRNAs using a miRDeep score cut-off of 4 (S2 Fig.). We further removed those predic-
tions that overlapped protein-coding exons, based on Ensembl v75 annotations (www.
ensembl.org), as well as those that had a predicted hairpin length less than 45 bases or for
which no complementary (star) miRNA was detected.
Expression analysis of annotated and novel miRNA transcripts
We extracted reads aligning to annotated mature miRNA sequences (miRBase v20) or our
high confidence set of putative novel miRNAs with at least 75% overlap using BEDTools [92].
As we had libraries that were sequenced to different depths, we normalised the data to give
comparable numbers of reads for each sample. Specifically, we used DESeq (version 1.10.1) to
calculate a size factor for each library and divided read counts by this factor [57]. To remove
lowly or sporadically expressed miRNAs, we kept only those miRNAs with scaled counts of
greater than 50 reads in at least three samples from at least one experimental condition.
We used DESeq (version 1.10.1) to identify differentially expressed miRNAs upon infection
by fitting a generalized linear model using a negative binomial distribution [57]. Specifically,
for each experimental condition we compared miRNA expression levels between non-infected
and infected samples at the same time point. As non-infected and infected samples came from
the same six donors (four in the case of STP), we controlled for the paired nature of our data by
specifying donor identity in our model. We corrected for multiple testing using a stratified
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false discovery approach, taking a per-condition Benjamini and Hochberg FDR-corrected p-
value< 0.01. We also required an absolute log2 fold change greater than 1. We performed un-
supervised hierarchical clustering on the 50 most variable miRNAs (i.e. those with the highest
variance in expression across all samples) using mean miRNA expression levels, after variance
stabilisation, with the heatmap.2 function of the R package gplots.
To test for cases where the miRNA response was specific to virulent MTBC bacteria
(MTB-Rv and MTB-Bj), while accounting for variability between conditions, we used the R
package glmmADMB [93]. We fit a generalized linear mixed model assuming a negative bino-
mial distribution of miRNA expression:
logðmikÞ ¼ a þ b1Infectedk þ c1MTBk þ dk
where μik is the mean read count for individual i in experimental condition k (bacterial strain
or non-infected), 1Infectedk is a categorical variable indicating the presence of infection in condi-
tion k (irrespective of the bacterial strain), 1MTBk is a categorical variable indicating the pres-
ence of infection with a virulent MTBC bacterium in condition k, dk* N(0,σk
2) is a random
effect of condition k, and where a, b and c are all ﬁxed effects to be estimated from the model.
We corrected for multiple testing using a stratiﬁed false discovery approach, taking a per-con-
dition Benjamini and Hochberg FDR-corrected p-value< 0.01.
We also compared, for annotated miRNAs only, the relative expression level of the 5p and
3p arms of the miRNA duplex between experimental conditions. To do so, we selected only
miRNAs where both arms of the hairpin were expressed, had a unique genomic location and
did not contain a known polymorphism in their mature sequence (MAF>1% in the European
CEU population from the 1,000 Genomes Project [94]). We next calculated, for each sample
and miRNA hairpin, the ratio between the expression levels of 5p and 3p mature miRNAs
(log2(5p read count / 3p read count)). We then used a paired, two-sided t-test to test for a sig-
nificant change in this ratio between non-infected and infected samples at the same time point.
We used a cut-off of a per-condition Benjamini and Hochberg FDR-corrected p-value< 0.01
to determine significance. To assess the effect of time on the relative expression of 5p and 3p-
derived miRNAs, we performed the same analysis comparing, pairwise, non-infected samples
at the three time points.
Expression analysis of isomiRs
We extracted reads aligning to annotated mature miRNA sequences as described above and di-
rectly normalised the read counts using the same approach as applied for total miRNA expres-
sion levels. We removed all reads aligning to miRNAs with multiple genomic alignments and
miRNAs that contained a SNP (MAF>1% in the European CEU population from the 1,000
Genomes Project [94]) in their mature sequence. We considered each unique read as a poten-
tial miRNA isoform (isomiR). We classified isoforms into six categories: (i) canonical se-
quences (according to miRBase v20); (ii) changes in start site; (iii) changes in end site; (iv)
shifted sequences; (v) containing a substitution; and (vi) non-templated 3’ additions; as well as
a seventh mixed group of reads containing multiple types of change. We identified isomiRs
that were differentially expressed upon infection using the same filtering criteria, approach and
significance thresholds as described for total miRNA expression levels. To assess the impact of
infection on the distribution of isoforms for a given miRNA, we defined a statistic (DST) that
estimates differentiation in isoform proportions between populations of samples. DST is analo-
gous to FST [95,96] and VST [97], which are also used for detecting population differentiation.
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DST varies between 0 and 1 and is calculated by considering,
DST ¼
Dall  ðDa þ DbÞ=2
Dall
where Da is the mean Euclidean distance between isomiR proportions of samples from condi-
tion a, Db is the mean distance between samples from condition b, and Dall is the mean distance
between samples across conditions. Distances were calculated using the R function dist on the
proportions of all detected isomiRs for a given miRNA. We calculated p-values based on
10,000 permutations of isomiR proportions, with replacement, per miRNA. We used a cut-off
of an empirical p-value< 0.001 to determine signiﬁcance. We found that 97% of the signiﬁcant
changes identiﬁed by DST were also detected using AMOVA [95], in the same experimental
condition and using the same statistical cut-off, conﬁrming that our metric captures relevant
changes in isomiR distribution.
Temporal expression profiles of miRNAs in response to infection
We used the Short Time-series Expression Miner (STEM) to characterise the miRNA re-
sponses to each bacterium over time [58,59]. This software assigns observations to a pre-deter-
mined set of model temporal response profiles based on the correlation coefficient between
observed data (i.e., fold-change at each time point) and model profiles. We used default settings
except for the maximum unit change between sequential conditions, which we restricted to 1.
To account for inter-individual variability, we simultaneously analysed miRNA expression
data for all profiled individuals in a given condition using the “repeat data” option. As we did
not measure miRNA expression at 0h, we used the “no normalization / add 0” option to set
this value to 0. Fold changes were thus calculated by comparing expression levels before and
after infection at the same time-point. To account for the fact that STEM allocates a miRNA to
a single model profile, even though it may show a strong correlation with one or more addi-
tional profiles, we merged clusters where the model profiles were strongly correlated with each
other (r>0.8). We defined the core miRNA response on the basis of these merged model
profiles.
We further used these, STEM-assigned, model profiles to calculate edit distances between
pairs of bacteria for a given miRNA based on the number of steps required to change between
their respective model profiles. For example, the edit distance between the profile 0,0,1 and
0,1,2 would be 2 while the distance between 0,-1,-1 and 0,-1,-2 would be 1. We used the sum of
these pairwise edit distances to represent the difference between a given pair of bacteria in
terms of their miRNA response and visualised this by nonmetric multidimensional scaling
using the R function isoMDS from the MASS package.
Enrichment of predicted miRNA targets in Gene Ontology categories
We identified high-confidence predicted miRNA targets by combinbing TargetScan target pre-
dictions [9,67,98] and miRNA-protein interaction data based on CLIP-seq using the StarBase
database of high-confidence interactions [60]. Gene Ontology (GO) biological processes were
downloaded from the website of the Gene Ontology Consortium (http://geneontology.org/).
We first checked that core response miRNAs were not significantly different from all other
miRNAs with respect to their conservation, GC content, and number of predicted targets. We
then calculated the proportion of high-confidence predicted targets of core miRNAs in each
GO category. Next, we calculated the same measure for 10,000 randomly resampled size-
matched miRNA sets and used this to calculate an enrichment p-value. This p-value reflects
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the fraction of random miRNA sets having a greater proportion of predicted targets in a given
GO category compared to the test set.
Analysis of miRNA coexpression
We performed hierarchical clustering on miRNA expression levels using the package wgcna
with default settings [99,100]. Specifically, we used the dissimilarity of the Topographical Over-
lap Matrix and average linkage to cluster the 49 core response miRNAs based on normalised
miRNA expression levels across all 116 samples. We then used the dynamic tree cut method to
cut the branches of the dendrogram to give clusters of highly correlated miRNAs [61]. We used
the ChIP-Base database to identify transcription factors (TFs) that bind to miRNA promoter
regions, defined as the region from 5kb upstream to 1kb downstream of the transcription start
site of the miRNA [62]. As this database contains results from many different tissues and cell
lines, we only considered whether binding had been detected, or not, in the promoter region.
To identify TFs that were significantly more frequently bound close to coexpressed miRNAs
than expected, we compared the average number of bound factors per miRNA to 10,000 ran-
domly sampled size-matched miRNA sets.
Real-time quantification of miRNAs
Total RNA was extracted using the miRNeasy kit (Qiagen). To quantify miRNA expression lev-
els, cDNA was synthesized and quantitative real-time PCR (qPCR) performed using the Qia-
gen miScript PCR system and primers (miScript II RT Kit: 218161; miScript SYBR Green PCR
kit: 218073; miR-92b-3p MS00032144; miR-132-3p MS00003458; miR-155–5p MS00031486;
miR-212-3p MS00003815; miR-361-5p MS00004032; miR-361-3p MS00009555; U6
MS00033740) in a 7900 Real-time PCR system (Applied Biosystem). Relative miRNA expres-
sion levels, normalized to the endogenous control U6, were calculated using the ΔΔCt method
[101].
Supporting Information
S1 Fig. General workflow and study design. (A) Experimental conditions used and (B) small
RNA sequencing data analysis workflow.
(TIF)
S2 Fig. Detection of putative novel miRNAs. (A) Quality control of miRDeep2 novel miRNA
discovery using pooled data from all 116 samples. (B) Example of a high confidence putative
novel miRNA identified by our approach.
(TIF)
S3 Fig. Principal Component (PC) analysis of miRNA expression levels. PC analysis was
performed on the normalised read counts of 405 robustly expressed miRNAs reported in the
results section of this paper. Components were calculated using the R function prcomp, on cen-
tred and scaled data. The similarity of the distribution of PCs to known biological variables and
potential technical confounders was calculated using a Kruskal-Wallis rank sum test, with the
R function kruskal.test. We performed the analysis on all samples together (n = 116) and sepa-
rately on samples from each of our three time points (4h, 18h and 48h). We found that length
of infection accounted for the greatest amount of variance between all samples, consistent with
our observation of the increase in the number of differentially expressed miRNAs over time
and the results of our clustering analysis (Fig. 1A,B). Consistently, when we repeated PCA on
samples from each time point separately we observed that the bacteria with which the samples
were infected account for an increasing proportion of the variance with time. Specifically, we
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observe no correlation of infection with any of the 10 first PCs at 4h, a significant correlation
with PC5 at 18h and a significant correlation with PC1 after 48h. We also found, when consid-
ering all time points together, a significant correlation between the individual donors and PCs
3 and 4, suggesting a meaningful amount of interindividual variability in miRNA expression.
However, we observed no correlation between the PCs and technical variables such as sequenc-
ing run, sequencing lane and index sequence, suggesting that these potential technical con-
founders do not substantially influence our results.
(TIF)
S4 Fig. Correlation of log2 fold changes of miRNAs in response to infection between differ-
ent bacteria at different time points.We observed a strong correlation in the fold changes of
miRNAs upon infection with our panel of diverse bacteria at 18h and 48h. The correlation was
less pronounced at 4h for many comparisons, an observation that may be partially accounted
for by the globally smaller fold changes at this early time point.
(TIF)
S5 Fig. Core temporal responses of novel miRNAs. Two putative novel miRNAs
(chr6_41188-5p and chr19_18208-5p) that showed highly concordant changes in expression
profiles over time across all bacteria. As no expression profiles were available for the 48h time
point for STP infection, this bacterium was excluded from the analysis.
(TIF)
S6 Fig. Validation of core miRNA and arm-switch miRNA expression profiles by qPCR.
(A) Response to infection of two core miRNAs (miR-155-5p and miR-92b-3p) measured by
qPCR. We assessed their induction upon infection with each of our bacteria compared to non-
infected cells at the same time point. We confirmed that these miRNAs were significantly in-
duced upon infection with all bacteria at both 18h and 48h. For miR-155-5p, the fold changes
were more pronounced at 48h than at 18h, while for miR-92b-3p fold changes were broadly
consistent for each bacterium between the two time points, consistent with the temporal induc-
tion profiles observed for each by sRNA-seq (Fig. 2A and S3 Table). (B) Relative expression of
the arms of the mir-361 hairpin measured by qPCR. We compared their relative expression be-
fore and after infection at 18h and 48h. Consistent with our sRNA-seq results, we observed a
change in the ratio of the expression of the two arms upon infection. This change was most
pronounced at 48h and resulted in a switch in the dominant arm of the miRNA following YRS
infection. It should be noted that the fold changes observed by qPCR are much smaller than
those obtained by sRNA-seq. This is most likely due to the different way in which expression is
measured and calibrated by qPCR, where higher expression is denoted by a lower CT value
and normalised to the expression of a housekeeping gene. Importantly, however, the tendencies
we observed by sRNA-seq remain the same. The data presented in both panels represent the
mean of a duplicate of qPCR calculated for four independent donors (of the six profiled by
sRNA-seq). Expression levels were normalised on RNU6-1. The additional two donors as well
as the 4h time point were excluded due to limited sample availability.
(TIF)
S7 Fig. Relative arm expression of three miRNAs showing a change in the dominant arm of
the hairpin upon infection with at leas one bacterium. Significance, compared to the non-in-
fected condition, was calculated using a paired t-test ( = FDR-adjusted p< 0.01).
(TIF)
S8 Fig. Variability around the start and end site of annotated miRNAs. (A) Greater variabil-
ity was observed at the end of the miRNA sequence, relative to the end-point of the canonical
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sequence, compared to the start. Specifically, while over 95% of reads aligning to a given
miRNA had the same start position as that of the canonical sequence, less than 60% of aligned
reads had the same end position as the canonical sequence, with extensions compared to the
canonical position more common than shortening. (B) The extent of variability at the start and
end sites was differentially distributed between mature miRNAs derived from the 3p and 5p
arms of the miRNA hairpin. Specifically, a lower proportion of reads aligning to 3p miRNAs
shared the canonical start site compared to reads aligning to 5p miRNAs. Conversely, a lower
proportion of reads aligning to 5p miRNAs shared the canonical end site compared to reads
aligning to 3p miRNAs. In other words, 3p-derived miRNAs showed relatively greater start-
site variability while 5p miRNAs showed relatively greater end-site variability.
(TIF)
S9 Fig. Proportions of dominant isomiR classes. Cumulative barplots showing the propor-
tion of miRNAs for which the dominant sequence was the canonical sequence or, instead, one
of six classes of isomiR at 4h and 48h. The results for the 18h time point are presented in
Fig. 4B, and a schematic representation of the isomiR acronyms given in the legend is presented
in Fig. 4A.
(TIF)
S10 Fig. Quality control of Illumina sequencing data. (A) Base quality, (B) GC content distri-
bution and (C) insert lengths of raw sequence reads. Values shown are for one representative
sequencing run of 18 samples. All samples were systematically randomised for sequencing to
avoid technical confounders that could prevent the detection of true differences between
experimental conditions.
(TIF)
S1 Table. List of expressed miRNAs with p-values and fold-changes of their differential ex-
pression upon infection compared to non-infected samples
(XLSX)
S2 Table. Genomic locations of novel miRNA hairpins described in the study.
(XLSX)
S3 Table. STEM-assigned model temporal response profiles and wgcna clusters for core re-
sponse miRNAs.
(XLSX)
S4 Table. Fifty most enriched Gene Ontology biological processes among high-confidence
predicted targets of up-regulated core response miRNAs.
(XLSX)
S5 Table. List of expressed miRNAs with p-values of the specificity of their response follow-
ing infection with virulent MTBC bacteria.
(XLSX)
S6 Table. Differential expression of the miR-132/212 family following infection with the
extended MTBC panel.
(XLSX)
S7 Table. miRNAs showing significant changes in relative arm expression upon infection.
(XLSX)
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S8 Table. List of expressed isomiRs with p-values and fold-changes of their differential ex-
pression upon infection compared to non-infected samples.
(XLSX)
S9 Table. List of expressed miRNAs with p-values and DST statistics reflecting infection-in-
duced changes in isomiR distribution.
(XLSX)
S10 Table. List of the dominant isomiR in each experimental condition.
(XLSX)
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Figure S1 Proportion of damaging and benign mutations in non-IIGs and IIGs as 
assessed by PHRED-scaled C-scores calculated using the CADD algorithm. We 
considered a score of 15 as the limit above which mutations are probably damaging, as this 
value corresponds to the median value for all possible canonical splice site changes and non-
synonymous variants. 
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Figure S2 Intensity of purifying selection acting on genes involved in transcription and 
signal transduction processes. (A) Distribution of f values obtained for our IIG list that are 
also reported in the Gene Ontology term “transcription, DNA-templated”. (B) For the analysis 
of transcription, to test if this observation was influenced by the genes we added as well as 
those present only in InnateDB, we performed the same comparison using Gene Ontology 
“innate immune response” gene list. (C) Distribution of f values obtained for our IIG list that 
are also reported in the Gene Ontology term “intracellular signal transduction”. (D) For the 
analysis of signal transduction, to test if this observation was influenced by the genes we 
added as well as those present only in InnateDB, we performed the same comparison using 
Gene Ontology “innate immune response” gene list. ***: Wilcoxon P<0.001 
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Figure S3 Estimation of the intensity of purifying selection acting on major families of 
innate immunity receptors. For Toll-Like Receptors, red dots correspond to the f values 
obtained for endosomal TLRs, which sense nucleic acids, whereas blue dots correspond to the 
f values obtained for TLRs expressed at the cell surface. CLRs: C-type Lectin Receptors; 
TLRs: Toll-Like Receptors; CNAS: Cytosolic Nucleic Acid Sensors; RLRs: RIG-I Like 
Receptors; NLRs: NOD-Like Receptors 
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Figure S4 Power of the FCS combined statistics to detect positive selection. We simulated 
200 kb DNA regions according to the realistic demography of West African (YRI), European 
(CEU) and East Asian (CHB) samples (Material and Methods). We simulated positive 
selection models in each population separately, using various age t of the selected allele (5 
kya, 10 kya, 20 kya and 30 kya), current frequency of the selected allele psel (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 
and 1.0) and setting the selection coefficient s to be equal to 0.01 (100 datasets for each 
parameter combination, see Material and Methods). For each population, we plot the power 
(proportion of simulated regions under selection effectively detected) obtained using the FCS 
and F’CS combined statistics, i. e., with or without DIND statistics, respectively (Material and 
Methods, FPR of 1%). We indicate the power of classical statistics, iHS and XP-EHH. Left 
panel shows the power obtained with age of selection t uniformly distributed from 5 kya to 30 
kya. Middle and right panels show the power obtained when the selected allele occurred 5 kya 
and 30 kya, respectively. The x-axis represents the current frequency of the selected allele psel. 
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Figure S5 Posterior distribution of the age and intensity of selection obtained using 
simulated data. This figure shows some examples of posterior distributions estimated using 
the ‘boosted-neuralnet’ ABC method (Table S5). Black dotted lines are the prior distributions. 
Red surfaces are the posterior distributions. The true values are indicated in green and the 
punctual ABC estimates (posterior mean) are given in blue (true values, punctual estimates 
and 95% credible intervals are also given in Table S6).  
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Figure S6 Posterior distribution of the age of selection estimated for the variant 
rs4988235 in the LCT region. This figure shows the posterior distribution corresponding to 
the ‘boosted-neuralnet’ ABC estimations given in Table S5. Black dotted line is the prior 
distribution. Red surface is the posterior distribution. The ABC estimate (posterior mean) is 
given in blue (the punctual estimation and the 95% credible interval are given in Table S7).  
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Figure S7 Posterior distribution of the ages of selection in the YRI sample. This figure 
shows the posterior distributions corresponding to the ‘boosted-neuralnet’ ABC estimations 
given in Table S5. Black dotted lines are the prior distributions. Red surfaces are the posterior 
distributions. The ABC estimates (posterior mean) are given in blue (punctual estimations and 
95% credible intervals are given in Table S7).  
 
 
 
  
264
Figure S8 Posterior distributions of the ages of selection in the CEU sample. This figure 
shows the posterior distributions corresponding to the ‘boosted-neuralnet’ ABC estimations 
given in Table S5. Black dotted lines are the prior distributions. Red surfaces are the posterior 
distributions. The ABC estimates (posterior mean) are given in blue (punctual estimations and 
95% credible intervals are given in Table S7).  
265
Figure S9 Posterior distributions of the ages of selection in the CHB sample. This figure 
shows the posterior distributions corresponding to the ‘boosted-neuralnet’ ABC estimations 
given in Table S5. Black dotted lines are the prior distributions. Red surfaces are the posterior 
distributions. The ABC estimates (posterior mean) are given in blue (punctual estimations and 
95% credible intervals are given in Table S7).  
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Table S2. Enrichment analyses of SNPs presenting extreme (top 1%) FCS values  
 
Population Genic vs. nongenica IIGs vs. remainder b 
   
YRI 1.276*** 1.271 
CEU 1.266*** 0.910 
CHB 1.215*** 1.210 
   
 
 
 
aEnrichment of genic SNPs with respect to nongenic variants 
bEnrichment of genic SNPs located in innate immunity genes with respect to non-innate 
immunity genes and nongenic variants (remainder) 
 
***P-value <10-4 
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Table S3. Innate immunity genes identified as candidates for 
positive selection and reported as associated with humain traits by 
genome-wide association studies (GWAs)  
Candidate 
gene 
Populationa Trait 
ADAM15 ASN Prostate cancer 
ARHGEF7 ASN Menopause 
ARPC1A CEU Dehydroepiandrosterone sulphate levels 
BLK ASN 
Rheumatoid arthritis, Systemic lupus 
erythematosus, Kawasaki disease 
CCDC88A YRI, CEU Height 
CCR2 YRI 
Celiac disease, Obesity-related traits, 
Celiac disease 
CD36 YRI HDL cholesterol, Mean platelet volume 
CD80 YRI 
Systemic lupus erythematosus, Primary 
biliary cirrhosis, Vitiligo, Celiac disease 
CHUK YRI Liver enzyme levels 
ERBB4 ASN Breast cancer 
EYA4 CEU Bone mineral density 
FCER1A YRI 
Obesity-related traits, C-reactive protein, 
IgE levels 
FER ASN Adiponectin levels, Height 
IFIH1 YRI 
Inflammatory bowel disease, Vitiligo, 
Type 1 diabetes, Type 1 diabetes 
autoantibodies, Psoriasis, 
Immunoglobulin A 
IL4 CEU Inflammatory bowel disease 
IRGM CEU 
Inflammatory bowel disease, Crohn's 
disease 
ITPR3 ASN Crohn's disease, Phosphorus levels 
LTBP1 YRI 
Height, Immune response to smallpox 
vaccine 
MAP3K1 CEU Breast cancer, Triglycerides 
MAPK10 YRI Liver enzyme levels 
MERTK ASN 
Hepatitis C induced liver fibrosis, 
Multiple sclerosis 
MYH9 YRI 
Glomerulosclerosis, End-stage renal 
disease 
NRG1 ASN 
Thyroid hormone levels, Thyroid cancer, 
Hirschsprung's disease 
RAF1 ASN Total cholesterol 
TLR1 CEU 
Asthma and hay fever, Allergic 
sensitization, Self-reported allergy, 
Helicobacter pylori serologic status 
TNRC6B YRI Uterine fibroids 
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ZFPM2 YRI 
Glaucoma, Platelet counts, Vascular 
endothelial growth factor levels 
aPopulation where the FCS signal was the strongest 
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Table S5. Accuracy indices of the ABC estimations of the age of selection  
Population ABC method Statistics rEBa 95%COVb PEc
YRI ridged set 1e 0.66 0.92 0.50 
set 2f 0.52 0.92 0.39 
neuralnetd set 1 0.64 0.93 0.47 
set 2 0.50 0.95 0.30 
boosted-neuralnetg set 3g 0.24 0.94 0.12 
CEU ridge set 1 0.66 0.96 0.55 
set 2 0.56 0.95 0.5 
neuralnet  set 1 0.60 0.96 0.48 
set 2 0.33 0.97 0.26 
boosted-neuralnet set 3 0.09 0.97 0.06 
CHB ridge set 1 0.47 0.94 0.59 
set 2 0.38 0.93 0.46 
neuralnet  set 1 0.42 0.94 0.49 
set 2 0.25 0.95 0.23 
boosted-neuralnet set 3 0.11 0.94 0. 10
a rEB is the relative estimation bias. 
b 95%COV is the coverage of the 95% credible interval, i.e., the percent of times where true 
values were found within the 95% credible intervals obtained from posterior distributions. 
c PE is the prediction error, i.e., the mean square error, MSE, divided by the prior variance of 
the parameter. 
d ABC methods implemented in the ‘abc’ R package. To avoid estimations exceeding the 
prior bounds, we systematically used a log transformation of t, which has no effect on the 
accuracy of estimations. 
e set 1 of summary statistics: ƟS, Ɵπ, Tajima’s D, Fay and Wu H, iHS, DIND and FST 
computed for the selected SNPs, using a window of 100 kb around the mutation (see Material 
and Methods). 
f set 2 of summary statistics: the set 1 with their corresponding averages and proportions of 
1% top values computed over the 100 kb region surrounding the selected SNP. 
g To boost the ‘neuralnet’ ABC estimations, we applied a transformation of the summary 
statistics of the set 2. We used the transformation 𝑇 𝑆!𝑆!!!  with 𝑆!  and 𝑆!  the ith and jth 
summary statistics in the set 2. The set 3 of summary statistics thus corresponds to the set 2 
with these transformations. 
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Table S6. ABC estimation of the age and intensity of selection using simulated data  
Simulated parametera 𝜽b 95%CI b 
Age of selection (t) 5,275 5,325 2,400 8,825 
16,600 20,725 9,600 32,625 
36,575 40,875 24,000 58,400 
Intensity of selection (s) 0.034 0.0354 0.0256 0.0447 
0.0175 0.0152 0.0077 0.0237 
0.0104 0.0105 0.005 0.0169 
a True value of the simulated parameters t and s (age and intensity of selection, Material and 
Methods). t is given in years. 
b ABC punctual estimate (posterior mean) of t and s. 
c 95%CI is the 95% credible interval computed from the posterior distribution (Material and 
Methods). 
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Table S7. ABC estimations of the age of selection of the high-scoring coding variants  
Population Gene Chromosome SNP 𝒕  a 95%CIb 
CEU LCTc 2 rs4988235 7,075 3,500 10,975 
YRI IFIH1 2 rs10930046 5,425 3,000 7,900 
YRI LTF 3 rs60938611 13,475 6,675 20,450 
YRI CD36 7 rs3211938 3,600 2,125 5,025 
YRI ZFPM2 8 rs11993776 13,150 7,550 18,400 
YRI DAK 11 rs2260655 14,800 8,750 20,700 
CEU TLR1 4 rs5743618 11,350 6,425 16,450 
CEU TLR1 4 rs4833095 11,200 6,425 16,500 
CEU TLR6 4 rs5743810 10,600 5,525 16,250 
CEU MAP3K1 5 rs702689 6,700 3,600 9,925 
CHB MERTK 2 rs7604639 9,500 5,975 13,250 
CHB MERTK 2 rs2230515 6,775 4,175 9,700 
CHB CLEC3B 3 rs13963 35,500 23,125 47,550 
CHB NRG1 8 rs3924999 3,875 2,075 5,750 
a 𝒕   ABC posterior estimate (posterior mean) of the age of selection. 
b 95%CI is the 95% credible interval computed for the posterior distribution of t. 
c The age of selection of the C/T-13910 polymorphism (rs4988235) in the LCT region, known 
to be under strong selection in Europeans, is given for comparison 
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Table S8. Innate immunity genes belonging to 5% of genes with the highest Neanderthal 
introgression scores at the genome-wide level 
##Introgression score: average of the probabilities of Neanderthal ancetry 
at all bases of the gene 
EUROPEANS  ASIANS 
Gene name Introgression 
score 
Innate immune 
gene category 
 Gene 
name 
Introgression 
score 
Innate immune 
gene category 
IL17F 0.413177083 effector  SRMS 0.620734694 regulator 
CLEC3A 0.366774359 receptor  TXN 0.606642857 regulator 
OAS3 0.345878345 receptor  GNAI2 0.595266272 regulator 
OAS1 0.340748252 receptor  PTK6 0.570146341 regulator 
OAS2 0.338545455 receptor  TLR1 0.485242038 receptor 
SRMS 0.334061224 regulator  TLR10 0.452341969 receptor 
IL17A 0.318396226 effector  IRF6 0.412375566 transcription 
PTK6 0.299292683 regulator  TLR6 0.370157058 receptor 
IFITM2 0.258619048 effector  CTSH 0.354414573 accessory 
molecule 
IFITM1 0.258 effector  NLRC5 0.342486142 receptor 
IFITM3 0.249866667 effector  SCARB1 0.340875598 receptor 
PRKCQ 0.24707373 signal transducer  SIRT1 0.330384236 UC 
IL18 0.222517857 effector  MMP7 0.327130137 accessory 
molecule 
MMP7 0.221116438 accessory 
molecule 
 PDCD1 0.322775 secondary 
receptor 
ACTR2 0.213353153 UC  ATF3 0.311124654 transcription 
AVP 0.208 UC  HSP90B1 0.305778325 accessory 
molecule 
ARRB2 0.206485507 regulator  BCL2A1 0.295177083 regulator 
ITPR3 0.198685777 UC  IL17F 0.28203125 effector 
ITPR2 0.195709861 UC  IL17A 0.281603774 effector 
TLR1 0.192923567 receptor  TRIM32 0.267069767 regulator 
EPRS 0.191293037 regulator  IGF1 0.265382953 effector 
NLRP6 0.190283951 receptor  NRIP1 0.255464052 transcription 
MAVS 0.18945481 adaptor  MAPK1 0.248505882 signal transducer 
FCGR2A 0.189 receptor  GJA1 0.236630435 UC 
TLR10 0.188072539 receptor  EGF 0.232630335 effector 
TRIM62 0.183079625 regulator  MAP3K1 0.230381454 signal transducer 
RNF19B 0.182762048 effector  CDKN2A 0.220972881 regulator 
KRT1 0.18 regulator  FOS 0.219970588 transcription 
FCGR3A 0.177138889 receptor  SLC15A4 0.217471933 accessory 
molecule 
FCGR3B 0.177 receptor  DUSP16 0.214877295 regulator 
KAT2B 0.171095402 UC  RNF19B 0.209710843 effector 
TRIML1 0.16913913 regulator  NFKBIE 0.206949367 signal transducer 
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KRAS 0.16452509 signal transducer  OAS1 0.205195804 receptor 
FCGR2B 0.162988636 receptor  HSP90AB1 0.200965217 accessory 
molecule 
TLR2 0.162065972 receptor  UBC 0.20025 accessory 
molecule 
DDX21 0.161697279 adaptor  APAF1 0.196444995 signal transducer 
MMP12 0.159 effector  KRT1 0.195276923 regulator 
TLR6 0.156037773 receptor  CLEC3A 0.194953846 receptor 
CLEC11A 0.15275 receptor  SYK 0.193122024 adaptor 
BIRC5 0.147313253 regulator  ABI1 0.190592347 UC 
SLAMF8 0.146306452 receptor  CLEC2L 0.18949434 receptor 
MAP1LC3C 0.144177778 effector  GRK5 0.178014661 regulator 
PRF1 0.133326531 effector  AVP 0.1771875 UC 
PLA2R1 0.131436316 receptor  NXN 0.176891468 signal transducer 
NOXA1 0.130979452 effector  CAMK2D 0.176760812 signal transducer 
PRKCG 0.128846667 signal transducer  MAP1LC3C 0.175266667 effector 
ACAP1 0.12849375 UC  TP73 0.174627803 transcription 
ELANE 0.128052632 regulator  TRIM62 0.173196721 regulator 
LY75 0.128027929 receptor  CCR4 0.172444444 secondary 
receptor 
TNFSF9 0.12772 effector  OAS3 0.17092944 receptor 
NFATC1 0.127659794 transcription  TRIM71 0.164426009 regulator 
FOS 0.127323529 transcription  MT2A 0.164307692 UC 
PRTN3 0.123526316 adaptor  EYA4 0.162470397 regulator 
HSP90AB1 0.121756522 accessory 
molecule 
 IFNA1 0.161 effector 
TRIB3 0.120890411 regulator  IFNA8 0.159 effector 
IRF2 0.118775424 transcription  IFNE 0.157294118 effector 
CD80 0.117950893 effector  POLR2E 0.157140127 receptor 
PPARGC1B 0.11721028 signal transducer  BDKRB2 0.155390048 receptor 
ATF3 0.117127424 transcription  TSC2 0.155374134 regulator 
AQP3 0.116892308 UC  DMBT1 0.155037736 effector 
CLEC2L 0.116215094 receptor  TDGF1 0.151357143 UC 
ERAP1 0.115880419 UC  CD8A 0.148683398 UC 
CXCL16 0.115569892 effector  ATG5 0.139259566 regulator 
TXN 0.114541667 regulator  TRIM29 0.137452991 regulator 
CD209 0.114383117 receptor  SOS1 0.137398402 regulator 
TNK1 0.114104839 signal transducer  BCL3 0.13727027 signal transducer 
CLEC4G 0.114 receptor  CFI 0.136709503 regulator 
TNFRSF13B 0.111490446 secondary 
receptor 
 PRKCG 0.135956667 signal transducer 
HSP90B1 0.107916256 accessory 
molecule 
 ACAP1 0.13381875 UC 
ART1 0.10789823 UC  IFITM1 0.133 effector 
NFKBIE 0.107835443 signal transducer  IFNA2 0.132 effector 
SLC15A4 0.106698545 accessory  IFITM2 0.130666667 effector 
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molecule 
BTN3A3 0.10541358 receptor  SMAD6 0.12898045 signal transducer 
CD302 0.105 receptor  CD22 0.126774306 regulator 
CAMKK2 0.104469974 signal transducer  PPP3R1 0.126577065 signal transducer 
JAK3 0.102263699 signal transducer  REG3G 0.126 receptor 
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Supplemental Methods 
miRNA expression analyses 
Genome-wide miRNA expression was profiled using the Agilent Human miRNA microarray 
(Release 16.0) consisting of 56,044 probes representing 1205 human and 144 human viral miRNAs 
annotated in Build 16 of miRBase (http://www.mirbase.org/) (Griffiths-Jones et al. 2006). To 
minimize potential batch effects, samples were randomized across array batches while ensuring that 
infected and non-infected samples from the same individual were kept in the same batch. To confirm 
the technical reproducibility of our arrays, we performed technical replicates for 11 samples. We 
found miRNA expression to be highly correlated between these replicates (mean Pearson’s r = 0.96, 
compared to r=0.93 between individuals in the same condition). Unless otherwise indicated, all 
analyses were carried out using the R statistical framework. 
Initial analysis and quality control of the microarrays were performed using Agilent’s Feature 
Extraction Software. Subsequent pre-processing was performed using the Bioconductor package 
AgiMicroRna (Lopez-Romero 2011). All arrays were normalized using the Robust Multi-Array 
Average (RMA) method including background correction (Irizarry et al. 2006). Probes for which 
expression was not detected, or was indistinguishable from background levels in at least 10% of 
samples (N<7) in both the non-infected and infected state, were removed. Using Principal 
Component (PC) analysis, we identified two samples as outliers, which were discarded from the 
analyses, owing to low number of expressed miRNAs. We further corrected for batch effects and 
removed the first PC, using a linear model, as this was associated with technical variation in sample 
processing. 
To identify differentially expressed miRNAs upon MTB infection, we applied a linear model 
with a fixed effect for MTB treatment. Moderated statistics were obtained using the empirical Bayes 
approach, implemented in the Bioconductor package limma, (Smyth 2004) and multiple-testing 
corrected p-values were calculated using the Benjamini and Hochberg FDR (Benjamini and 
Hochberg 1995).  
Mapping of expression quantitative trait loci (eQTLs) 
Associations between SNP genotypes (GEO Accession Number GSE34588) (Barreiro et al. 2012) 
and miRNA expression levels were calculated using a linear regression model, assuming an additive 
effect of alleles on expression, in infected and non-infected samples. Given the reduced power to 
detect associations for rare SNPs and infrequently expressed miRNAs, we restricted eQTL mapping 
to SNPs with a minor allele frequency higher than 10% (N=570,803) and miRNAs that were 
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expressed in at least 50% of samples in a given condition (N=266; 250 and 264 in non-infected and 
infected samples, respectively). We improved the power to detect eQTLs by quantile normalization 
and through the regression of a given number of PCs (1 and 4 for non-infected and infected samples, 
respectively), to account for unknown confounders (Supplemental Fig. S9A,B). The number of PCs 
removed was determined based on maximizing the number of significant associations in a given 
condition. However, correlations between p-values with and without PC removal were high (>0.7), 
showing a negligible impact on the relationship between genotypes and expression levels 
(Supplemental Fig. S9C).  
We mapped putative cis-eQTLs using a region of 200 kb centered on the mature miRNA and 
recorded the lowest p-value obtained by regressing the expression level of each miRNA against the 
genotype of each SNP within the 200 kb window. We removed all probes that mapped to more than 
one genomic location. We estimated the FDR by comparing the observed to the null distribution, 
generated using the lowest p-values observed for each miRNA in 100 permutations of expression 
values (Pickrell et al. 2010; Barreiro et al. 2012). We detected genotype-treatment interaction effects 
by Bayesian regression with the software BRIdGE (Maranville et al. 2011), using scripts available 
on the authors’ web pages. We used default effect sizes (0.8, 1, 1.2 & 1.6), a threshold of 0.001, and 
a posterior probability cut-off of 0.7 for determining significance. We mapped trans-eQTLs by 
performing a genome-wide association of miRNA expression levels against all genotyped SNPs, as 
well as against a subset of SNPs (N=4) previously identified as susceptibility loci for TB by GWAs 
(http://www.genome.gov/26525384) (Hindorff et al. 2009). Multiple testing corrections were 
performed using a Bonferroni correction at the 95% significance level. 
To study the genomic context of these miR-eQTLs, we assessed their overlap with active 
genomic regions, using ChIP-seq and DNase-seq peak data for human monocytes (RO1746) from 
the ENCODE project (http://encodeproject.org/ENCODE/) (The ENCODE Project Consortium 
2012). We used a Fisher’s exact test to calculate enrichments of miR-eQTLs in regions associated 
with histone modifications or open chromatin. 
For the fine-mapping of miR-eQTL regions, we imputed genotypes for SNPs not present on our 
genotyping array with IMPUTE2 (Howie et al. 2009), using integrated haplotype data from Phase 1 
of the 1000 Genomes project (The 1000 Genomes Project Consortium 2012). We defined sets of 
SNPs in high linkage disequilibrium (LD, r2 > 0.8) with our array-based eQTL SNPs, to test for their 
presence among dsQTLs (Degner et al. 2012) and mRNA-eQTLs (Barreiro et al. 2012; Xia et al. 
2012). To refine miR-eQTL signals, we repeated eQTL mapping, as described above, using all array-
based and imputed SNPs within a 1 Mb region around the initial set of detected miR-eQTLs. 
Regional associations were visualized using LocusZoom (Pruim et al. 2010).  
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As the power to detect a significant association between a genotype and the expression of a 
given gene depends on a combination of factors, including; sample size, minor allele frequency 
(MAF), expression level, inter-individual variability in expression and the fold change between 
genotypes, we performed simulations to quantify the power of the present study to map eQTLs 
varying these parameters (Supplemental Fig. S2). For sample sizes ranging from 20-150 individuals 
we first simulated genotypes for a SNP with a MAF of either 0.2 or 0.5. We next simulated 
expression levels for each genotype using a normal distribution with mean and standard deviation 
derived from our observed data, and varying the fold change between the mean expression levels of 
the homozygote genotypes. Simulated expression levels were then quantile normalized, across all 
genotypes, and the association calculated using a linear model as described above. We performed 
100 simulations for each set of conditions. 
Cell transfection assays of miR-29 inhibitors and mimics 
Immature DCs from 4 unrelated individuals were transfected on day 5 using HiPerFect® transfection 
reagent. Cells were harvested and resuspended at 106 cells/ml in complete medium without 
cytokines. 2 ml of cell suspension was added at once to 1ml of transfection medium (948 µl RPMI, 
45 µl HiPerFect® and 4 µl of 20 µM oligonucleotide solution) in 6-well plates. After 6 h incubation 
at 37°C, 4 ml of complete medium containing 40ng/ml IL4 and 20ng/ml CSF2 was added to the cells 
and incubated at 37°C over night. miRCURY LNA Power Inhibitors were purchased from Exiqon 
(miR-29 family 460039, control 199020-00) and miRIDIAN microRNA mimics from Thermo Fisher 
(miR-29a C-300504-07, control CN-001000-01). At day 6, transfection efficiency was assessed by 
flow cytometry using a fluorescently labeled control oligonucleotide (Exiqon, 199020-04), and found 
to be on average 77% (Supplemental Fig. S11). Transfected cells were then infected for 24 h with 
MTB (H37Rv) as miR-29 induction peaks at this time (Supplemental Fig. S12).  
miR-29 quantification 
Total RNA was extracted using the miRNeasy kit (Qiagen). To quantify miR-29 expression upon 
MTB infection, cDNA was synthesized and quantitative real-time PCR (qPCR) performed using the 
Qiagen miScript PCR system and primers (miScript II RT Kit: 218161; miScript SYBR® Green 
PCR kit: 218073; miR-29a-3p MS00003262; miR-29b-3p MS00006566; miR-29c-3p MS00003269; 
U6 MS00033740). To validate miR-29 perturbation in transfected cells, cDNA was synthesized 
using the miRCURY LNA™ Universal cDNA Synthesis kit II (Exiqon, 203301) and qPCR 
performed using the ExiLENT SYBR® Green master mix and specific primers provided by Exiqon 
(miR-29a-3p 204698; miR-29b-3p 204679; miR-29c-3p 207429; RNU6-1 203907). qPCRs were 
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performed in a 7900 Real-time PCR system (Applied Biosystem). The relative expression of miR-
29a, b and c, normalized to the endogenous control RNU6-1 was calculated using the ∆∆Ct method 
(Livak and Schmittgen 2001).  
Gene expression analysis 
Genome-wide profiling of non-infected and MTB-infected samples was obtained by hybridizing 
RNA to Illumina HumanHT-12 v4 Expression BeadChip arrays. RNA quality was assessed with the 
Agilent Bioanalyzer and all samples were of high integrity (RIN>8). Technical replicates were 
performed for 4 samples. Gene expression levels among technical replicates were highly correlated 
compared to biological replicates (mean Pearson’s r = 0.997, p< 1×10-20), indicating high 
reproducibility. Initial microarray analysis was performed using the Bioconductor package lumi (Du 
et al. 2008). We performed a background correction and variance stabilizing transformation before 
quantile normalizing the data. We removed all probes that (i) did not map to a unique RefSeq ID, (ii) 
mapped to poorly characterized genes without an Ensembl ID, (iii) contained one or more HapMap 
SNPs (MAF>0.1 in the CEU population, i.e., Utah residents with ancestry from northern and western 
Europe) (The International HapMap Consortium 2010), or (iv) were detected in less than half of the 
samples. For genes represented by multiple probes, we used the mean probe expression level. These 
preprocessing steps yielded a final set of 12,722 probes, corresponding to 9610 genes, which were 
used for downstream analyses. Differential expression analysis was performed using the 
Bioconductor package limma (Smyth 2004) as described above. Enrichments of miR-29a predicted 
targets (Friedman et al. 2009) in differentially expressed genes were calculated using a Fisher’s exact 
test. Differences in mean fold changes upon miR-29 perturbation between predicted targets, 
correlated genes identified by computational analyses and all genes were calculated using a t-test. 
Enrichments of functional Gene Ontology categories and KEGG pathways among differentially up- 
and down-regulated genes were computed using GeneTrail (Backes et al. 2007), as described above, 
using all detected genes as a background set. 
Quantification of cytokine and chemokine levels in supernatants 
Supernatants of untreated and MTB-infected DCs were 0.22µm filtered (Millipore) and kept at -
80°C. We measured supernatant levels of 25 cytokines/chemokines, in duplicate, using the Human 
Cytokine Magnetic 25-Plex Panel (Invitrogen) according to manufacturer’s instructions. We 
calculated the average quantity across technical replicates for each protein and used this for 
subsequent analyses. IL4 and CSF2 were excluded from the analysis as these cytokines were 
artificially added to the culture medium during DC derivation. CCL11 was removed from the 
348
analysis as the median concentration in infected samples was lower than the detection limit specified 
by the manufacturer. Differences in secretion levels between conditions were calculated using a 
Wilcoxon paired rank sum test. 
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Figure S1. Relationship between sample size and differentially expressed miRNAs. Plots showing 
the changes in (A) mean number, (B) median log2 fold change and (C) median variance of 
differentially expressed miRNAs with increasing sample size. We assessed our resolution for 
differential expression analyses, compared to the smaller sample sizes more common for cellular 
studies, by repeating the analysis using randomly resampled subsets of 5 to 63 individuals, across 10 
replicates. We observed an increase in the number of significantly differentially expressed miRNAs 
with larger sample sizes (A). At the same time, the average fold change of differentially expressed 
miRNAs decreased with increasing sample size (B), and the average variance increased (C). This 
demonstrates that larger sample sizes improve the detection of differential expression for miRNAs 
where the change is more subtle and/or inter-individual variation in expression more pronounced. 
Moreover, the plateau reached in all measures around 30 individuals indicates that the large number 
of differentially expressed miRNAs detected probably represents close to all changes occurring in 
miRNA expression profiles upon MTB infection.
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Figure S5. Impact of infection on miRNA-mRNA correlations. (A) Smooth scatter plot 
showing miRNA-mRNA correlations in non-infected and infected samples. Dashed lines 
represent the significance thresholds used to define the set of significantly correlated miRNA-
mRNA pairs reported in the manuscript. Forty miRNA-mRNA pairs were significantly 
correlated in both analyses. The majority of this overlap was accounted for by correlations 
with 2 miRNAs – miR-155 and miR-210 – that together accounted for 88% of all overlapping 
pairs. Interestingly, while the vast majority of these 40 pairs showed the same direction of 
correlation before and after infection (r=0.88), 2 miRNA-mRNA pairs showed opposing 
correlations in the 2 conditions. (B) Scatter plots for these 2 miRNA-mRNA pairs, showing 
miRNA and mRNA expression levels for 63 individuals before and after infection. Both of 
these pairs were significantly positively correlated before and significantly negatively 
correlated after infection. As neither of these genes is predicted to be a direct target of the 
miRNA with which they are correlated, these changes are likely to reflect more general 
changes in the regulatory network upon infection.  
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Figure S6. Barplots of significantly correlated miRNA-mRNA pairs.  Barplots showing 
the proportions of negative and positive correlations among significantly correlated 
miRNA-mRNA pairs (FDR<0.005) in non-infected and infected samples.  
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Figure S7. Variation in the percentage of infected cells and miRNA-mRNA correlations. 
Barplots of the genome-wide correlations between miRNAs and mRNAs (|r|>0.7) (A) before 
and (B) after correction for the percentage of infected cells. To assess the effect of inter-
individual variability in the percentage of infected cells (ranging from 16-67%), we 
recalculated the miRNA-mRNA correlations for a subset of 47 samples for which 
information on the percentage of infected cells was quantified by FACS analysis using GFP-
tagged bacteria. The effect of variation in the percentage of infected cells was corrected for 
using a linear model in non-infected (left panel) and infected (right panel) samples. In both 
analyses, at an |r|>0.7, we detected a greater number of significant correlations in non-
infected samples, with respect to infected samples (not shown here). Moreover, among 
significantly correlated pairs, the majority of correlations in non-infected samples were 
positive, while after infection around 60% of miRNA-mRNA correlations were negative, 
consistent with the results obtained using the full data set. Furthermore, we observed a 
strong overlap in the significantly correlated miRNA-mRNA pairs across datasets (data not 
shown), suggesting that the percentage of infected cells does not have a strong influence on 
our results. 
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Figure S8. Perturbation of miR-29a expression using gain- and loss-of-function approaches. 
DCs were transfected with either (A) a miR-29 inhibitor or (B) a miR-29a mimic at day 5 and 
infected with MTB at day 6. Cells were lyzed and miR-29 levels quantified using qPCR, 
normalized on RNU6-1 levels. Fold expression was calculated with respect to miR-29 
expression in control transfected DCs. The data represent the mean of duplicates of qPCR 
calculated across 4 different donors. 
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Figure S9. Principal component corrections for cis-eQTL detection. (A). QQ plots of 
minimum p-values for the association between miRNA expression and all SNPs within a 
200kb window around the miRNA for non-infected (left panels) and infected (right panels) 
samples. Expected values were calculated based on 100 permutations of miRNA expression 
data. (B). QQ plots showing improved sensitivity of eQTL detection after accounting for 
unknown confounders using PC analysis. Specifically, the greatest number of significant 
associations was found after removing 1 and 4 PCs in non-infected and infected samples, 
respectively. (C). Plots showing the correlation between minimum p-values, before and after 
PC correction, indicating that this correction did not qualitatively change the relationships 
between genotypes and miRNA expression variation.!
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Non−infected Samples: Non−clustered Pairwise Comparisons
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Figure S10. Distribution of correlation coefficients between miRNA pairs. We calculated the 
Pearson correlation coefficient pairwise among quantile normalized miRNA expression 
levels. Clustered miRNAs (right), those lying within 10kb of each other, were significantly 
enriched in positive correlations compared to the genome-wide distribution of correlations 
(left) in both (A) non-infected and (B) MTB-infected samples. This supports the hypothesis 
that independent mature miRNA sequences lying less than 10kb apart are frequently co-
transcribed. This observation motivated our decision to consider only the most highly 
expressed transcript from each precursor in the analysis of miRNA-mRNA correlations, as 
this is the most likely to have an impact on mRNA expression levels. 
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Figure S11. Transfection efficiency of DCs. DCs were transfected at day 5 using a 
fluorescently labeled negative control LNA Power inhibitor to evaluate the percentage of 
transfected cells (black). Fluorescence was compared to DCs transfected with an unlabeled 
control oligonucleotide (grey). Transfection efficiency was assessed by flow cytometry at day 
6. Data shown are for one representative sample of four independent experiments performed
on four different donors. The average transfection efficiency across all donors was 77%. 
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Abstract 
Malgré les progrès médicaux réalisés au cours de ce dernier siècle, les maladies infectieuses 
demeurent l’une des principales causes de mortalité à travers le monde. La réponse immunitaire est 
l’un des phénotypes les plus complexes qui existent. Elle présente une certaine variabilité, tant au sein 
qu’entre les populations humaines. Cette thèse vise à identifier des facteurs génétiques et des 
mécanismes moléculaires sous-jacents aux différences de susceptibilité aux maladies infectieuses 
grâce à l’utilisation d’une combinaison d’approches in silico et ex vivo. Dans un premier temps, nous 
avons réalisé des analyses de génétique des population et de génétique évolutive en nous basant sur 
les données du projet 1 000 Génomes pour évaluer l’impact de la sélection naturelle sur les gènes de 
l’immunité innée. Nos résultats montrent l’étendue et l’hétérogénéité des pressions sélectives sur les 
gènes impliqués dans la réponse immédiate à l’infection. De plus, nos données suggèrent que 
l’introgression d’allèles provenant de l’Homme de Néandertal dans certaines de ces séquences comme 
le cluster TLR6-1-10 et SIRT1 ont participé à l’adaptation des populations Européennes et d’Asie 
Orientale aux pathogènes présents dans leurs environnements respectifs. Dans un second temps, nous 
avons estimé l’implication des miARN dans la réponse des cellules dendritiques à l’infection par 
Mycobacterium tuberculosis. Nos résultats soulignent les conséquences de l’infection sur les réseaux 
de régulation de l’expression des gènes par les miARN et montrent que l’expression de 3 % des 
miARN est associée à des facteurs génétiques localisés à proximité de ces gènes. Nous identifions en 
particulier deux associations concernant miR-326 et miR-1260 qui ne sont observées que dans un 
contexte infectieux. Le travail présenté ici constitue la plus large étude de génétique évolutive et de 
génétique des populations axée sur les gènes de l’immunité innée réalisée à ce jour et la première 
caractérisation de l’architecture génétique de la réponse à l’infection impliquant les miARN. Notre 
travail participe à l’amélioration des connaissances que nous avons sur les bases génétiques de la 
variabilité de réponse immunitaire chez l’Homme et propose un ensemble de variations génétiques à 
caractériser fonctionnellement dans le but de révéler de nouveaux mécanismes moléculaires sous-
jacents aux différences de susceptibilité aux maladies infectieuses.  
Despite the major medical advances of the last century, infectious diseases remain one of the leading 
causes of death worldwide. The immune response to pathogens is one of the most complex 
phenotypes that exist and presents substantial variability among individuals and populations. This 
thesis aims to identify genetic factors and molecular mechanisms underlying differences in 
susceptibility to infectious diseases using a combination of in silico and ex vivo approaches. First, we 
performed population and evolutionary genetics analyses using the 1,000 Genomes Project dataset to 
assess the impact of natural selection on innate immunity genes. Our analyses reveal the widespread 
and heterogeneous nature of the selective pressures acting on genes involved in innate immune 
processes in humans. In addition, we suggest that the introgression of Neanderthal alleles in some 
innate immunity genes, especially the TLR6-1-10 cluster and SIRT1, contributed to the adaptation of 
European and East Asian populations to local pathogens. Second, we profiled the miRNA response to 
Mycobacterium tuberculosis infection in human dendritic cells. Our results highlight the impact of 
infection on miRNA-mediated gene regulatory networks and show that the expression of 3% of 
miRNAs is associated with proximate genetic variants. More specifically, we identify two infection-
specific associations for miR-326 and miR-1260. The work presented here provides the largest 
evolutionary genetics analysis of innate immunity genes to date and the first attempt to characterize 
the genetic architecture of the miRNA response to infection. Our work offers new insights into the 
genetic basis of inter-individual variability in immune responses and provides a set of candidate 
genetic variants for future functional validation to elucidate novel molecular mechanisms underlying 
differences in susceptibility to infectious diseases. 
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